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Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe II. 
Derivate der 7-Amino-/-oxybuttersaure.’) 
Von 


Max Bergmann, Erwin Brand und Fritz Weinmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1923.) 


Um zur y-Amino-f-oxybuttersiure zu gelangen, haben wir 
das «-Chlor-f-oxy-y-aminopropan zunichst mit Hilfe seiner 
cyclischen Benzaldehydverbindung (I) benzoyliert und den 
Aldehyd wieder abgespalten.’) 

I. CH,—CH—CH,CI 


| | | 
NH O NH-CO-C,H; 


II. CH,—CH(OH)—CH,Cl 


awd 
GH-C,H, 


Ill. C©,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,CN. 
IV. C,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-C(OC,H,)=NH, HCl. 
V. C,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-COOC,H,. 

VI. C,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-COOH. 

VU. NH,CH,-CH(OH)-CH,- COOH. 

Das erhaltene chlorhaltige Benzamid (II) tauscht sein 
Halogen leicht gegen Cyan aus (Il). Fiir die weitere Um- 
wandlung in Carboxyl wihlten wir den besonders glatt ver- 
laufenden Weg itiber den Iminoither (IV) und den Ester (V). 
Hinterher sind wir dann durch gelinde alkalische Verseifung 
zum N-Benzoat (VI) der y-Amino-§-oxybuttersiure gelangt. 





) Erste Mitteilung vgl. M. Bergmann u. E. Brand, Chem. Ber. 
Bd. 56, S. 1280 (1923). 
*) M. Bergmann, F. Radt u. E. Brand, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 1648 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXI. 1 
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Aus dieser, oder noch bequemer aus ihrem zuvor genannten 
Athylester erhielten wir durch Kochen mit starkem Brom- 
wasserstoff oder mit Schwefelsiiure die benzoylfreie Amino- 
oxybuttersiiure (VII). 

Von den isomeren Oxy-amino-buttersiuren steht unsere 
strukturell der Oxyglutaminsiure (VIII) am niichsten, die vor 
wenigen Jahren Dakin als Spaltprodukt einiger Proteine aui- 
gefunden hat: 

Vill. HOOC-CH(NH,)- CH(OH)-CH,-COOH. 


Wie diese gibt die y-Amino-f-oxybuttersiiure Far)- 
reaktionen mit gewissen Phenolen und eine starke Pyrrol- 
reaktion beim Destillieren mit Zinkstaub. Den bisher be- 
kannten isomeren Amino-oxybuttersauren gleicht sie durch ge- 
ringe Léslichkeit in neutralen organischen Lésungsmitteln: 
doch schmeckt sie nicht sii8. Frisch gefilltes Kupferoxyd 
lést sie in reichlicher Menge. Ihre Salze mit Siuren und 
Basen sind in Wasser mehr oder weniger leicht léslich. Das 
ist besonders fiir das Phosphorwolframat bemerkenswert, weil 
bekanntlich die y-Aminobuttersiiure in dieser Hinsicht sich den 
Diaminosiiuren nihert.’) | 

Man wird unsere Aminooxybuttersiure kiinftig als bio- 
logisches Stoffwechselprodukt auffinden und zwar in optisch- 
aktiver Form. Unsere synthetischen Priiparate waren natur- 
gemiB alle inaktiv; doch diirfte die Gewinnung der aktiven 
Formen mit Hilfe des Benzoats VI keine Schwierigkeiten be- 
reiten. 

In den Benzoylverbindungen der 7y-Amino-f-oxybuttersiure 
ist eine Atomgruppierung vorhanden, die fiir viele Naturprodukte 
charakteristisch ist: ein Carboxyl, ester- oder amidartig ein- 
greifend in eine Amino-oxyverbindung. Insbesondere bei den 
Peptiden des Serins, Oxyprolins und der Oxyglutaminsiiure ist 
genau dieselbe Nachbarstellung von Hydroxyl und Aminogruppe 
vorhanden wie bei den Benzoaten der y-Amino-f-oxybuttersiure. 
Diese Atomgruppierung gibt nun, wie wir kiirzlich am O, N-Di- 
benzoat des y-Aminopropylenglycols 





1) E, Abderhalden u. K. Kautsch, Diese Zs. Bd. 81, S. 294 (1922). 
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Umlagerungen peptidihnlicher Stofte II, 3 


CH,——CH CH, 
| | | 
0(COC,H,)OH NH(COC,H,) 


vezeigt haben’), AnlaB zu einer Reihe von irreversiblen Um- 
wandlungen, die, nachdem sie erst einmal eingeleitet sind, von 
der Aciditit oder Alkalitiit des Reaktionsmediums bestimmt 
werden. Sie bestehen formal in einem Platzwechsel eines 
Acylrestes. In unserem Fall wird die Benzoylgruppe in saurem 
Medium vom Stickstoff fort iiber ein cyclisches Anhydroprodukt 
zum Sauerstoff hingefiihrt, um von diesem Endpunkt bei Er- 
hdbhung der Hydroxylionenkonzentration zum _ Stickstoff 
zuriickzutreten. Von diesem Weg, der iiber Stufen von recht 
verschiedener chemischer Natur fiihrt, gibt folgendes Schema”) 
ein Bild 








—CH———-CH— —CH———-CH— 

| i —HCl | | 

OH N < O H | 
vs (in alkal. Lsg.) iy Tite, Be 
CO-R CO-R 
| A 
1,0, + HCl ie neat all + H,O 
_ - > _ pacnineiee 
(in saurer Lsg.) O N, HCl (in saurer Lsg.) 

cR 


Dasselbe Schema gilt mit nur unwesentlichen Abweichungen 
tir die N-Benzoyl-aminooxybuttersiure (Formel VI). Sie geht 
beim Behandeln mit gewissen Siurechloriden z. B. beim Auf- 
lisen in kaltem Thionylchlorid in das salzsaure Salz eines 
Siurechlorids von der Formel IX iiber, aus dem mit Wasser 
augenblicklich das Salz der chlorfreien Siure X entsteht. 


IX. CH,—CH-CH,-CO-Cl X. CH,—CH-CH,-COOH 
| | | | 


N O ' N O 
be ae 
C . C,H; C , C,H; 


Als substituiertes Oxazolin ist die Siure X in wiBriger 
Lisung gegen ausgesprochen saure Reaktion empfindlich. Ihr 


') M. Bergmann u, E. Brand, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1280 (1923). 

*) Als Siiure ist der Einfachheit wegen in allen Phasen Salzsiiure 

gewihit. Bei der Bildung des Oxazolinsalzes entstammt sie dem ver- 

wendeten Siurechlorid, das nicht ins Schema mit aufgenommen ist. 
1* 
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Heterocyclus wird unter Wiedereinlagerung von Wasser ge- 
sprengt, aber jetzt so, daB das regenerierte Benzoyl nach dem 
Sauerstoff hingedringt und die in Freiheit gesetzte Amino- 
gruppe auf andere Weise abgesittigt wird — in unserem Bei- 
spiel, wenn man vom salzsauren Salz der Oxazolinsiure X 
ausgeht, durch Salzsiure: 


XI. CH,.——_CH.-CH, COOH 
| | 
NH,, HCl OH 


Die zur Spaltung des Oxazolinringes notwendige Siiure- 
menge ist gering. Ks geniigt schon soviel, wie in den Oxazolin- 
salzen an und fir sich vorhanden ist, um in kurzer Zeit Um- 
wandlung zu erzielen. Dagegen sind solche Oxazoline gegen 
Alkalien praktisch bestindig. 

Die aus dem Oxazolin hervorgegangenen Salze der 
O-Benzoyl-aminooxybuttersiiure sind gegen Wasserstoffionen 
ziemlich resistent und stellen darum in saurem Medium die 
stabile Endstation der Umwandlungsreihe vor. Aber in dieser 
Anordung laBt sich das Benzoyl nur festhalten, wenn Wasser- 
stoffionen im UberschuB sind, d. h. wenn die freie Aminogruppe 
durch Salzbildung abgestumpft ist. Setzt man sie durch Alkali 
in Freiheit, so reiBt sie infolge ihrer Basizitiit das Benzoyl 
vom Sauerstoff los und an sich. Das O-Benzoat geht, wie 
bei andern analogen Fallen, in alkalischem Medium ins 
N-Benzoat iiber. 

Wir haben hier also bei einer Atomgruppierung, welche 
modellartig die Bindung der Oxyaminosiiuren innerhalb der 
Proteine und Peptide nachahmt, einen Cyclus irreversibler 
Umwandlungen, die drei verschiedene chemische Zustands- 
formen desselben Komplexes vorstellen. Zwei von diesen Formen 
sind isomer, die dritte stellt das Anhydrid der beiden anderen 
vor. Alle drei unterscheiden sich, wenigstens bei unseren ein- 
fachen Beispielen, scharf in ihrer chemischen Funktion. 

Das von uns herausgeschilte, verhaltnismiBig einfache 
Schema wird noch durch weitere Komplikationen abgeindert, 
sobald man zu Stoffen iibergeht, die den Proteinen noch niher 
stehen. Denn schon der Ubergang von der Benzoyl-amino- 
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Umlagerangen peptidihnlicher Stoffe I. 5 


oxybuttersiure zu ihrem Ester bringt Verwicklungen in das 
zuvor geschilderte Bild. Der Ester lat sich zunichst ganz 
nach dem Schema in sein Oxazolin, also den Ester der cyclischen 
Siure X verwandeln. Aber wenn man diesen Oxazolinester 
mit 2 n-Salzsiure bei maBiger Warme behandelt, so entsteht 
statt des erwarteten salzsauren O-Benzoyl-aminooxybuttersaure- 
esters C,,H,,O,N, HCl eine Verbindung C,,H,,O,N, HCl, tiber 
deren Natur unsere Versuche noch nichts Endgiiltiges ergeben 
haben. Noch eigentiimlicher liegen die Verhiiltnisse beim Amid 
der Benzoyl-aminooxybuttersiure. Sein Oxazolin 

CH, — CH-CH,-CO-NH, 

NO 

by. tl 
C-C,H, 
wird nimlich durch verdiinnte Siure schon bei niedriger Tem- 
peratur allmaihlich und sehr schnell bei 100° in einen farb- 
losen, schén krystallisierenden Stoff vom Schmelzp. 132° ver- 
wandelt, der auffallenderweise Fehlingsche Lésung stark re- 
duziert. Wir werden iiber diese Verhiltnisse, die im einfacheren 
Rahmen schon ein anschauliches Bild von der Wandlungs- 
fihigkeit der Proteine geben, bald weiteres berichten. Wir 
wollen unsere Versuche zunichst ausdehnen auf Peptide von 
Oxyaminosiuren der natiirlichen Proteine, um dort auch das 
Verhalten der verschiedenen Umwandlungsformen gegen pro- 
teolytische Fermente zu studieren. Weiter interessieren uns 
die Abkémmlinge von Diaminoséiuren und Amino-Dicarbon- 
siiuren, sowie des Cysteins, fiir die wir ahnliche Umwandlungs- 
méglichkeiten vermuten. 

Emil Fischer hat schon im Jahre 1906') darauf auf- 
merksam gemacht, daf die einfache Amidbindung nicht die 
einzige Méglichkeit der Verkupplung von Aminosiuren im 
Proteinmolekiil ist. Vielmehr erklirte er es fiir wahrscheinlich, 
daB Piperazinringe vorkommen und dab andererseits die zahl- 
reichen Hydroxyle der Oxyaminosiuren durch intramolekulare 
Anhydridbildung in Ester- oder Athergruppen iibergehen. In- 





1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 607 (1906); Untersuchungen iiber Amino- 
siuren, Polypeptide und Proteine Bad. I, S. 80. 














6 Max Bergmann, Erwin Brand und Fritz Weinmann, 


zwischen sind Diketopiperazine wiederholt als Spaltprodukte 
von Proteinen aufgefunden worden, zuerst von Levene!), und 
das Vorkommen von Estergruppen hat die Kosselsche Schule 
auf indirektem Weg wahrscheinlich gemacht.?) In jiingster Zeit 
hat E. Abderhalden eine Reihe weiterer, theoretisch denk- 
barer Verkniipfungsméglichkeiten entwickelt. 

Unsere Versuche haben zunichst am miglichst verein- 
fachten Modell die Esterbindung der Oxyaminosiiuren ver- 
wirklicht, dann aber in den Oxazolinen eine Verbindungsart 
realisiert, die in der Proteinliteratur bisher nicht beriick- 
sichtigt worden ist. Man hat oft die Bedeutung von Oxy- 
aminosiuren, Diaminosiiuren und Aminodicarbonsiuren darin 
erblickt, daB ihre drei aktiven Gruppen ihnen unter anderen 
die Méglichkeit bieten, sich gleichzeitig auf dreifache Art mit 
anderen Aminosiiuren zu verbinden. So sollen Strukturen 
entstehen, in welchen die Oxyaminosiuren oder Diaminosiuren 
usw. zum Mittelpunkt einer dreifachen Verzweigung werden.*) 

Nach den zuvor mitgeteilten Beobachtungen verdienen aber 
gerade diejenigen Abkémmlinge der Oxyaminosiuren und 
anderen héherwertigen Aminosiiuren Interesse, bei denen nur 
ein Teil der aktiven Gruppen fiir die Peptidbindung be- 
ansprucht ist. Hier ist die Gelegenheit gegeben zu jenem 
Wechselspiel konkurrierender Gruppen, das uns auf einfacher 
struktureller Grundlage ein Bild der Ursachen gibt, welche 
fiir die vielseitige Wandlungsfaihigkeit der Proteine mit ver- 
antwortlich sind. Und man hat kiinftig auch mit dem Vor- 
kommen hoherwertiger Aminosiuren zu rechnen, welche gleich- 
zeitig zwei ihrer aktiven Gruppen fiir ein und dieselben 
Peptidbindung benutzen, genau so, wie bei unseren Oxazolinen 


1) P. A. Levene u. G. B. Wallace, Diese Zs. Bd. 47, S. 143 (1906): 
P. A. Levene u. Beatty, Chem. Ber. Bd. 39, S. 2060 (1906). Vgl. ferner 
H. D. Dakin, Biochem. Jl. Bd. 12, 8. 290 (1918); W.S. Sadikow u. 
N. D. Zelinsky, Biochem. Zs. Bd. 136, S. 242 (1928) und E. Abder- 
halden, Diese Zs. Bd. 128, S. 119 (1923). 

2) M. Nelson-Gerhardt, Diese Zs. Bd. 105, S. 265 (1919). 

8) Vgl. E. Fischer, Untersuchungen tiber Aminosiuren, Poly- 
peptide und Proteine Bd. II, 8S. 22ffu. E. Abderhalden, a. a.Q., 8. 126 
und 127. 
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sich Amino- und Hydroxylgruppe in die Festlegung des Ben- 
goyls teilen. An Stelle der Oxazoline wird man dabei vor- 
aussichtlich auch 6fters ihre wasserreicheren Verwandten 
(Schema XII) antreffen, die nach unserer Meinung als Zwischen- 
produkte der Umwandlung von O-Acylat (bzw. O-Peptid) in 
N-Acylat (bzw. N-Peptid) anzusehen sind: 


_CH-C— xX ~~¢- —CH—C 
| 4 | | | | 

QO NH, —> O NH —» Gey 
iy a wai 
CO C,H; ((OH)C,H, CO-C,H, 


In den letzten Jahren hat N. Troensegard?) die Ansicht 
vertreten, daB in den Proteinen pyrrolartige Heterocyclen vor- 
gebildet seien. Wir halten den Hinweis nicht fir iberfliissig, 
daB die von Troensegard angewandte energische Behandlung 
der Proteine mit Acetylchlorid eine groBe Ahnlichkeit hat mit 
unserem erheblich milderen Verfahren zur Gewinnung von 
Oxazolinen, so daB die Méglichkeit besteht, Troensegards 
Pyrrole seien im gewissem Umfang Kunstprodukte. Ubrigens 
geben alle in dieser Arbeit von uns beschriebenen Verbindungen 
der Amino-oxybuttersiiure bei der Destillation eine rote Farb- 
reaktion auf Fichtenholz, vermutlich infolge Pyrrolbildung. 
Sehr kraftig wird die Reaktion, wenn man beim Erhitzen 
Zinkstaub zusetzt. Dann geben selbst auB8erst geringe Mengen 
die Probe noch ganz scharf. Ebenfalls sehr deutlich, wenn 
auch etwas schwicher, gelingt die Zinkstaubprobe mit anderen 
Oxazolinen und Oxazolidinen, z. B.: 

Cl. CH,-CH—CH, Cl-CH,-CH—CH, 


| | | | 
O N und O NH 


yal Wait 
G- C,H; CH-C,H, 


also mit Stoffen, die den Pyrrolen nach ihrer Struktur weniger 
nahestehen wie die Aminooxybuttersiure.’) 
Kiirzlich hat Herr Tomita ebenfalls eine Synthese der 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920) u. Bd. 127, S, 137 (1923). 
*) Aminooxybuttersiiure gibt durch blobe Anhydrisierung ein Oxy- 
pyrrolidon. 
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y-Amino-f-oxybuttersiure beschrieben.') Unsere Versuche 
waren im wesentlichen schon lange vorher abgeschlossen.’) 
Tomita hat die Aminooxybuttersiure wegen ihrer méglichen 
Beziehung zur Carnitinfrage bearbeitet. Wir haben unsere 
Versuche nach dieser Richtung nicht fortgefiihrt, nachdem Herr 
Kngeland’) ausdriicklich den Wunsch ausgesprochen hat, ihm 


die Bearbeitung der Carnitinfrage zu iiberlassen. 


a-Cyan-f-oxypropyl-y-benzamid (N-Benzoat des 
y-Amino-f-oxybuttersiure-nitril). 
C,H,-CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,- ON. 

Das Nitril entsteht aus y-Chlor-8-oxypropyl-benzamid *) 
mit Cyankali. Die Chlorverbindung erhielten wir jetzt unter 
geringer Abiinderung der friiheren Vorschrift aus benzoyliertem 
2-Phenyl-5-chlormethyl-oxazolidin durch sehr kurzes Schiitteln 
mit rauchender Salzsiure und sofortige Abscheidung durch 
Wasser und Petrolither besonders rein in quantitativer Aus- 
beute. 

50 g Chloroxypropylbenzamid werden mit der Lisung von 
25 g Cyankalium in 300 ccm 66°/,igem Alkohol 3 Stunden 
auf dem Wasserbade riickflieBend gekocht. Dann wird drei- 
viertel des Lisungsmittels abdestilliert, die krystallinische Ab- 
scheidung bei 0° mit wenig Wasser behandelt, filtriert, ge- 
waschen und aus Aceton mit Tierkohle unter Zusatz von Petrol- 
ther umkrystallisiert. Ausbeute 65°/, d. Th. 

0,1320 g exsiccatortrockne Substanz gaben 0,3143 g CO, und 0,0717 ¢g 
H,O. — 0,1468 g Substanz gaben 17,6 cem N (21°, 742 mm, iiber 33°/,- 
iger KOH). 

C,,H,,0,N, (204,12) Ber. 64,67°/, C 5,93°/, H 13,73°/, N 

Gef. 64,95 ,, 6,07 ,, 13,39 ,, 

SpieBige Nadeln, oft zentrisch angeordnet, oder lingliche, 

iiberkreuzte Tafeln, die nach geringem Sintern bei 128—129° 





1) Diese Zs. Bd. 124, S. 253 (1923). 

*) Collegium, Jahrg. 1922, 8.314. Vgl. auch diese Zs. Bd. 127, 
S. 260 (1823). 

8) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2210 (1922). 

*) M. Bergmann, F. Radt u. E. Brand, Chem. Ber. Bd, 54, S. 1648 
(1921); vgl. S.Gabriel u. H. Ohle, Chem. Ber. Bd. 50, S. 823 (1917). 
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(korr.) schmelzen. Reichlich bis leicht léslich in warmem 
Wasser, Alkohol, Aceton, Essigither, Chloroform. Sehr schwer 
in Petrolither, fast ebenso in Ather. 


y-Benzamido-f-oxybuttersaure-ithylester. 
C,H,-CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-COOC,H;. 

Die unterkiihlte Lésung von 5 g Cyan-oxypropyl-benzamid 
in 75 cem wasserfreiem Alkohol wird bei 0° mit Salzsiuregas 
gesittigt. Nach Stehen iiber Nacht wird der Alkohol unter 
vermindertem Druck verjagt, zuerst bei 25°. SchlieBlich wird 
aber noch einige Zeit auf 40—50° erhitzt, um die iiber- 
schiissige Salzsiure zu entfernen. Es hinterbleibt ein krystal- 
linisches farbloses Pulver, der salzsaure Iminoither. Er 
lést sich spielend in Wasser. Die Lésung wird aber auf dem 
Wasserbade bald milchig-triibe, weil der durch Hydrolyse 
unter Ammoniakabspaltung gebildete Ester schwerer léslich 
ist als das Salz des Iminoithers. Wenn man nach kurzer Zeit 
abkiihlt, krystallisiert der entstandene Ester in glainzenden 
Blittern, die schon recht rein sind. Ausbeute sehr gut. Zur 
volligen Reinigung krystallisiert man aus nicht zu wenig ko- 
chendem Wasser. Schmelzp. 99—100° Der Ester ist gut 
léslich in Alkohol, Aceton, warmem Benzol, hei8em Essigither, 
weniger in heiBem Ligroin, sehr schwer in Petrolither. 

0,1287 g exsice.-trockene Substanz gaben 0,2932 g CO, und 0,0788 g 
H,O. — 6,190 mg Substanz gaben 0,323 ccm N (22°, 746 mm, iiber 50°/, iger 
Kalilauge, nach Preg)). 

C,,H,,O,N (251,15) Ber. 62,11°/, C 6,84°/, H 5,58°/, N 

Gef, 62,13 ,, 685 ,, 5,79 4 

Der Ester ist bei etwa 0,1 mm und etwa 135° Bad- 

temperatur unzersetzt destillierbar. 


y-Benzamido-f-oxybuttersiure. 
C,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-COOH. 

4 g Athylester-N-benzoat (vgl. oben) lésten sich beim 
Schiitteln mit 80 ccm n-Natronlauge (5 Mol) in wenigen Mi- 
nuten. Nach Stehen iiber Nacht im Kisschrank wurde die Benz- 
amido-oxybuttersiure durch Salzsiure in feinen Nadeln ab- 
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geschieden. Ausbeute fast quantitativ. Zur Analyse wurde 
mehrmals aus Wasser krystallisiert und bei 56° und 11 mm 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1312 g Substanz gaben 0,2836 g CO, und 0,0712 g H,O. — 6,034 mg 
Substanz gaben 0,340 cem N (24°, 741 mm, iiber 50°/, iger KOH, nach 
Pregl. 

C,,H,,0,N (223,11) Ber. 59,16°/, C 5,87°/, H 6,27°/, N 

Gef. 58,97 ,, 607 , 6,18  ,, 

Schmelzp. 176—177° (korr.) nach geringem Sintern. Wenig 
léslich in organischen Liésungsmitteln auBer Alkohol, so gut 
wie unléslich in Ligroin und Petrolither. 

Man kann die Siure auch aus dem oben beschriebenen 
Nitril durch langeres Stehen mit rauchender Salzsiiure und 
nachfolgende Alkalibehandlung des Zwischenproduktes priipa- 
rativ gewinnen. 


Umwandlung in 2-Phenyl-5-carboxymethyl-oxazolin. 


CH,—CH-CH,-COOH 
| 


'S eee 
SZ, 
G-C,H, 

Bei der Behandlung der N-Benzoyl-aminooxybuttersiure 
mit Thionylchlorid tritt schon in der Kilte neben der An- 
hydrisierung zum Oxazolin noch Chlorierung des Carboxyls ein 
und man erhilt das salzsaure Salz des Siurechlorids der in 
der Uberschrift genannten Oxalinsiiure, dessen Formel weiter 
oben unter (1X) wiedergegeben ist. 

6 g staubfein gepulverte Siure wurden in der 5 fachen 
Menge Thionylchlorid gelést und damit 2 Stunden aufbewabhrt. 
Dann fielen durch wasserfreien Ather 5,6 g salzsaures Siiure- 
chlorid in schénen Krystallen aus. Schmelzp. 117—118° (korr.) 
unter starker Zersetzung. 


0,3370 g exsiccatortrockenes Rohprodukt in tiberschiissige Silbernitrat- 
lésung eingetragen, verbrauchten nach Volhard 25,66 cem n/10-AgNO,. 


Ber. 27,26 °/, Cl Gef. 27,00 °/, Cl 
Das Siaurechlorid wird von Wasser sehr schnell zersetzt, 
wobei zuniichst die Carboxylgruppe regeneriert wird. Aus einer 
etwa 20 °/, igen wiBrigen Auflésung des Siiurechlorides krystalli- 
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siert das salzsaure Salz der cyclischen Siure nach wenigen 
Augenblicken zum allergréBten Teil (80°/, d. Th.) direkt aus. 
Zweckmibig wird es méglichst bald von der sauren Mutterlauge 
abgetrennt, damit nicht die unten beschriebene Aufspaltung 
des Oxazolinringes eintritt. 


0,1087 g Substanz (56°, 11 mm itiber P.O, getr.) gaben 0,2162 g CO, 
und 0,0520 g H,O. — 0,1760 g Substanz verbrauchten 7,15 cem n/10-AgNO, 
mach Volhard). 


C,,H,,0,;N, HCl (241,57) Ber. 54,65°/, © 5,019, H 14,68, Cl 
Gef. 54,26 , 5,35 , 14,41 ,, 


Demnach war das Rohprodukt schon ziemlich rein. 
Schmelzp. 179° (korr.) unter Zersetzung. Das Salz l68t sich 
nur in Wasser und Methylalkohol einigermafen leicht. Das 
freie Oxazolin kann aus dem salzsauren Salz des Saure- 
chlorids mit Natriumacetat erhalten werden. Schmelzp. 140 
bis 141° (korr.). 


Weitere Umwandlung ins Chlorhydrat der 
y-Amino-#-benzoyl-oxy-buttersiure. 


CH,__——_CH-CH, -COOH 
| | 
NH,, HCl COOC,H, 


Die Verwandlung des salzsauren Oxazolins geht schon 
beim Stehen der wiBrigen Lésung bei Zimmertemperatur vor 
sich, Fir priparative Zwecke verfuhren wir aber folgender- 
maBen: 

1,5 g salzsaure Oxazolin-siiure (vgl. oben) wurden mit 5 ccm 
Wasser gelést und nach Zugabe von 5 ccm 5 n-Salzsiure 
2 Stdn. auf 60° gehalten. Die in reichlicher Menge, besonders 
in der Kilte, ausgefallenen Nidelchen wogen 1,43 g. 

Zur Analyse wurde mehrmals aus heiBem Wasser unter 
nachtriglichem Zusatz von Salzsiiure krystallisiert und bei 78° 
unter 0,8 mm Druck iiber P,O, und Natronkalk getrocknet. 

0,1250 g Substanz gaben 0,2320 g CO, und 0,0622 g H,O. — 0,1797 g 
Substanz gaben 8,90 cem N (24°, 757mm, iiber 33 °/,iger KOH). — 


0,3016 g Substanz verbrauchten 11,59 eem n/10-AgNO;. — 0,3698 g Sub- 
stanz verbrauchten 14,13 eem n/10-AgNQ,. 
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C,,H,,0,N, HCl (259,58) 

Ber. 50,85°/, C 5,439, H 5,40%, N 1866, Cl 
Gef. 50,62 , 5,57 4 5,54 4 18,64 
13,55 - 

Schmelzp. 215° unter Zersetzung. Das Salz lést sich gut 
in heiBem Wasser, schwerer in Methylalkohol und _ noch 
schwerer in Alkohol und in anderen gebrauchlichen organischen 
Mitteln. 

Wird die Salzsiure des Chlorhydrats genau mit der be- 
rechneten Menge nicht zu verdiinnten Alkalis gebunden, so 
krystallisiert bald die freie O-Benzoyl-y-amino-f-oxy-buttersiiure 
aus. Verwendet man dagegen mehr Alkali, z. B. 2 Molekiile, 
um auch das Carboxyl abzustumpfen, und lat kurze Zeit 
stehen, so erhailt man beim Ansiuern die N-Benzoyl-amino- 
oxybuttersiure vom Schmelzp. 177°; jetzt ist das Benzoyl an 
den Stickstoff zuriickgewandert. 


” 


Umwandlung des y-Benzamido-f-oxy-buttersiure- 
aithylester in 2-Phenyl-5-carbithoxymethyl-oxazolin. 


CH,—CH-CH,-CO0C,H, 
| | 


N O 
a 
C . C,H; 


6g Benzamido-oxy-buttersiure-iithylester wurden in 25 ccm 
Thionylchlorid gelést. Nach einstiindigem Stehen wurde durch 
trockenen Ather das salzsaure Salz des gebildeten Oxa- 
zOlins gefallt. Ausbeute 5,5 g. Es bildet hiibsche, millimeter- 
lange Nadeln, die bei 118—119° (korr.) schmelzen. 
Zur Analyse wurde aus trocknem Chloroform durch Ather 
abgeschieden und bei 56° uud 10 mm iber P,O, getrocknet. 
0,1324 g Substanz gaben 0,2807 g CO, und 0,0721 ¢ H,O. — 9,360 mg 
Substanz gaben 0,451 cem N (19°, 750 mm, iiber 50 °/, iger KOH, nach 
Pregl). — 0,1295 g Substanz verbrauchten 4,78 cem n/10-AgNO, (nach 
Volhard). 
C,3H,;0,N, HCl (269,60) 
Ber. 57,88°/, C 5,98 °/, H 5,19°/, N 13,15 °/, Cl 
Gef. 57,84 , 609 , 5,44 , «+1809  ,, 
Mit wiBrigem Natriumacetat erhilt man aus dem Salz 
das freie Oxazolin, das wir mit Ather abgetrennt und durch 
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einmalige Destillation (1,5 mm und 180° Badtemperatur) ge- 
reinigt haben. Das Praparat war ein etwas dickfliissiges, 
wasserhelles Ol. 

0,1471 g Substanz gaben 0,3615 g CO, und 0,0877 g H,O. — 0,1801 g 
Substanz gaben 10,00 cem N (20°, 746 mm, iiber 33 °/, iger KOH). 


C.i3H,;,0,N (233,13) Ber. 66,91°/, C 6,48°, H 6,01°/, N 
Gef. 67,02 ,, 6,67 ,, 6,24 ,, 


nj? = 1,5283. 


Wird das Oxazolinsalz mit der doppelten Menge 2 n-Salz- 
siure 1—2 Stunden bei 60° aufbewahrt, dann scheiden sich 
so reichlich Krystalle ab, daB die Masse ganz erstarrt. Bei 
tieferer Temperatur geht der Vorgang langsam vor sich. Man 
bringt mit Alkohol und Ather aufs Filter, lést zur Reinigung 
in ganz wenig heiSem Wasser und scheidet wieder mit Alkohol 
und Ather ab. Feinfaserige, schneeweiBe Nadeln, die bei 
raschem Erhitzen gegen 205° unter beginnender Zersetzung 
schmelzen. Aus 4 g Oxazolinsalz wurden 2,8 g reine Substanz 
erhalten. Uber ihre Natur kénnen wir noch nichts Bestimmtes 
sagen. Von dem erwarteten salzsauren Salz des O-Benzoyl- 
aminooxybuttersiureesters (Ber. 54,24 °/, C, 6,31 °/, H, 4,87 °/, N, 
12,33 °/, Cl) unterscheidet sich das Praparat durch seinen viel 
seringeren Kohlenstoffgehalt. Die Analysenzahlen stimmen 
fir die lufttrockene Substanz am besten auf eine Formel 
C,,H,,0,N, HCl. 

0,1819 g Substanz gaben 0,2178 g CO, und 0,0755 g H,O. — 0,1699 ¢g 
Substanz gaben 7,57 cem N (22°, 755 mm, iiber 33°/,iger KOH). — 
0,0707 g Substanz verbrauchten 2,45 cem n/10-AgNQ, (nach Volhard). — 
0,1553 g Substanz gaben 0,0766 g AgCl (nach Carius). 

C,,H,,0,N, HCl (295,6) 

Ber. 44,669, C 6,189, H 4,749, N 12,00, Cl 
Gef. 4505 , 640 , 5,02 , £1229 ,, 
12,20 ‘“s 

Bei 56° und 0,1 mm geht ein Teil der Substanz fliichtig. 
Wir haben noch nicht festgestellt, ob dabei eine Veriinderung 
eintritt. Sie lést sich spielend in Wasser und die Lésung 
schmeckt bitter. 

Mit Alkali entsteht in der Kalte ein gut krystallisierter, 
chlorfreier Stoff vom Schmelzp. 175°. 
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y-Benzamido-f-oxy-buttersiure-amid. 
C,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,-CO-NH,. 

Das Amid entsteht aus dem entsprechenden Iminoither. 
chlorhydrat (vgl. oben Formel IV) beim Erhitzen. Als z. B. 
5 g Iminoithersalz unter 10 mm Druck auf 130° erhitzt wurden, 
erfolgte starkes Schiumen und viel Chlorithyl ging in die 
Pumpe. Der Riickstand lieB sich mit Wasser und Tierkohle 
leicht in schénen Prismen erhalten. Ausbeute mindestens 
2,6 g oder gegen 70°/, der Theorie. Reinigung aus Wasser 
oder aus Aceton mit Ather. Im ersten Fall fanden wir fiir 
die lufttrockene Substanz ein Mol Krystallwasser. 

0,1223 g lufttr. Substanz gaben 0,2468 g CO, und 0,0730 g H,O. — 


0,2443 g lufttr. Substanz verloren iiber P,O, bei 0,3 mm und 56° 0,0190 g 
an Gewicht. 
C,,H,,O,;N, + H,O (240,14) Ber. 54,97°/,C 6,72°/, H 7,50 °/, H,O 
Gef. 55,04 ,, 668 ,, 7,78 4, 
0,1156 g getr. Substanz gaben 0,2512 g CO, und 0,0673 g H,O. — 
0,1022 g getr. Substanz gaben 11,4 cem N (21°, 755 mm, iiber 33°/, iger KOH). 
C,,H,,0,N, (222,13) Ber. 59,42°, C 6,35°/, H 12,61°/, N 
Gef. 59,28 , 6,51 , 12,64 ,, 
Das Amid schmilzt bei 130° nach lingerem Sintern. Es 
lést sich recht leicht in Wasser und Alkohol, besonders in der 
Wirme, schwerer in Aceton, dann in Essigiither und sehr 


wenig in Ather. 


Umwandlung des Benzamido-oxybuttersiure-amid 
in 2-Phenyl-5-carbamidomethyl-oxazolin. 


CH,—CH-CH,-CO-NH, 
| 


| 
N  O 


Won, 

Zur Gewinnung des salzsauren Salzes des Oxazolins 
wurden 2g cyclisches Amid mit der 3—5fachen Menge von 
reinem Thionylchlorid unter gelegentlichem Umschiitteln auf- 
bewahrt. Nach 2—8 Stunden hatte sich ein leichtes Ol ab- 
geschieden, das weiterhin wieder fest wurde. Das salzsaure 
Salz des Oxazolin-amids ist nimlich im Gegensatz zu den 
meisten Salzen der anderen von uns untersuchten Oxazoline 
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in Thionylchlorid recht schwer léslich. Es wurde nach Zugabe 
yon trocknem Ather filtriert. 2,2 g Substanz vom Schmelz- 
punkt 192°. Mit waBrigem Natriumacetat erhalt man daraus 
das freie Oxazolin, das aus Essigither glitzernde Nadeln 
bildet. Schmelzp. 168° (korr.). 

0,12386 g Substanz gaben 0,2935 g CO, und 0,0676 g H,O. — 0,1214 g 
Substanz gaben 15,1 ccm N (23°, 748 mm, iiber 33 °/, iger Kalilauge). 

C,,H,.0,N, (204,12) Ber. 64,67°/, C 5,939, H 13,739, N 

Gef. 64,738 , 6,11 ,, 183,87 4 

4—6 seitige Tafeln. Leicht léslich in heiBem Wasser und 
besonders heiBem Alkohol, schwerer in der Kilte. Noch recht 
betrichtlich in warmem Kssigiither und warmem Chloroform, 
erheblich weniger in Ather. Verdiinnte wiiBrige Siuren lésen 
leicht. Die wiBrigen Lésungen des freien Oxazolins und seiner 
Salze geben mit vegetabilischen Gerbbriihen starke amorphe 
Niederschlige. Das Phosphorwolframat ist sehr schwer in 
Wasser léslich. Kaliumwismutjodid gibt einen starken, ziegel- 
roten Niederschlag. Das Pikrat (Schmelzp. 156—157°, korr.) 
bildet aus Alkohol schéne, langettformige, citronengelbe 
Krystalle. 

C,,H,,0,N; Ber. 16,17°/, N Gef. 16,04°, N 

In saurer Lisung verhilt sich dieses Oxazolin ganz anders 
als die zuvor beschriebenen; denn es geht schon bei niedriger 
Temperatur unter Abspaltung von einem der beiden Stick- 
stofiatome in einen schén krystallisierten und stark redu- 
zierenden Stoff tiber. Wir hoffen, tiber diese Umwandlung 
bald mehr berichten zu kénnen, die uns um so mehr inter- 
essiert hat, als sie sich an einem peptidahnlichen Stoff vollzieht. 

Ein zweiter und vielleicht noch bequemerer Weg, zum 
Oxazolin-amid zu gelangen, geht von der N-Benzoyl-amino- 
oxybuttersiure aus. Nach der zuvor beschriebenen Methode 
wird es zuerst mit Thionylchlorid in das salzsaure Salz des 
weiter oben besprochenen Phenyl-oxazolyl-essigsiure-chlorids 
‘Formel IX) verwandelt, und dieses liefert mit iiberschiissigem 
wiBrigem Ammoniak unter energischer Reaktion unmittelbar 
die gesuchte cyclische Amidbase in recht befriedigender 
Ausbeute. 


Gef. 64,469, C 6,19°/,H  13,69°/, N 
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y-Amino-#-oxybuttersaiure. 

Zur Gewinnung des Bromhydrats der Aminooxybutter- 
siure gingen wir vom Athylester der N-Benzoylverbindung aus, 
Der Ester wurde mit der 4 fachen Menge Bromwasserstoffsiiure 
von 48 °/, 3—4 Stunden riickflieBend gekocht, dann mit Wasser 
verdiinnt, die Benzoesiure ausgeithert und die wiBrige Lésung 
im Vakuum méglichst weit eingedampft. Das Bromhydrat der 
Saure war dann in langen Nadeln ausgeschieden. Es wurde 
mit 48 °/, iger Bromwasserstoffsiure gelist, mit trocknem Ather 
gefillt und nach einigem Stehen bei — 15° iiber Pulvergewebe 
abgesaugt. 

Das Analysenpriiparat wurde mehrmals auf die gleiche 
Weise umkrystallisiert und schlieBlich durch wiederholtes Ver- 
reiben mit trocknem Ather von anhaftender Bromwasserstoff- 
siure befreit. Im Hochvakuum iiber P,O, und Natronkalk 
aufbewahrt schmolz die Substanz bei 78° zu einer triiben 
Fliissigkeit, die bei 142° unter Gasentwicklung klar wurde. 


0,1215 g Substanz gaben 0,1077 g CO, und 0,0540 ¢ H,0O. 
C,H,0O,N, HBr (200,03) Ber. 24,01 °/, C 5,04°/, H 
Gef. 24,16 ,, 4,97 


Zur Bereitung der freien Oxyaminosiure spaltet man 
Benzoyl und Athyl aus dem y-Benzamido-f-oxy-buttersiure- 
athyl-ester am besten mit Schwefelsiure ab. 5 g Ester wurden 
mit 15 ccm n-Schwefelsiure 4 Stunden riickflieBend gekocht. 
Nach dem Ausithern der Benzoesiiure wurde mit Barium- 
carbonat unter gelindem Erwirmen behandelt, abgesaugt, mit 
Schwefelsiure das Barium genau gefillt, filtriert und bei 
geringem Druck eingedampft. Die abgeschiedene Aminosiiure 
lie8 sich durch Fallen ihrer wiBrigen Lésung mit Alkohol 
leicht rein erhalten. 


0,1026 g lufttrockene Substanz gaben 0,1508 g CO, und 0,0684 g H.0. 
C,H,O,N (119,08) Ber. 40,31°/, © 7,62), H 
Gef. 40,10 , 746 4, 
Schmelzp. 218° (nach geringer vorhergehender Verfiirbung). 
Dabei findet Bildung des Pyrrolidons statt. Tomita gibt 214° 
an, doch ist dem Unterschied wegen der Zersetzung beim 
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Schmelzen keine besondere Bedeutung beizumessen. Die Séure 
ljst sich sehr leicht in heiBem, aber auch ziemlich reichlich 
in kaltem Wasser, dagegen schwer in den meisten organischen 
Mitteln. Beim trocknen Erhitzen mit Zinkstaub geben auch 
sehr kleine Mengen mit Fichtenholz eine intensive Pyrrol- 
reaktion, die auch den zuvor beschriebenen Acylverbindungen 
eigentiimlich ist. Hierin gleicht die Amino-oxybuttersiure 
ganz der Oxyglutaminsiiure. Auch darin, daf sie mit Phenolen 
in starker Schwefelsiiure charakteristische Farbungen gibt 
Mit Thymol ist die Farbung griin; wenn man die waBrige 
Lisung mit Thymolschwefelsiure unterschichtet, bildet sich 
ein rotvioletter Ring, der unten in griin iibergeht. Mit Phloro- 
slucin ist die Firbung gelb; mit Resorcin bildet sich bei ent- 
sprechender Ausfiihrung der Probe ein Farbring, der unten 
gelb, oben violett ist. Doch sind diese Fiirbungen alle nicht 
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Uber Formaldehydverbindungen einfacher 
Aminosaurederivate. 
Von 
Max Bergmann, M. Jacobsohn und H. Schotte. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juni 1923.) 


Die Einwirkung von Formaldehyd auf Proteine bildet 
das wesentliche Moment verschiedener technisch durchgefiihrter 
Prozesse. Wegen der besonderen biologischen Stellung des 
Formaldehyds beansprucht sie auch erhebliches theoretisches 
Interesse. Dennoch ist dariitber in chemischer Hinsicht noch 
so wenig Sicheres bekannt, daB z.B. die Literatur iiber Formal. 
dehydgerbung bis in die letzten Jahre hauptsichlich der Frage 
galt, ob die Wirkung des Aldehyds auf die Proteine der Haut 
mehr chemischer oder mehr physikalischer Natur sei. 

Im wesentlichen wird sich die Wirkung des Formaldehyds 
auf jene Stellen des Proteinmolekiils konzentrieren, welche 
durch Stickstoffatome besetzt sind. Hier hat man aber noch 
mehrere Punkte zu unterscheiden: Soweit der Stickstoff den 
gewohnlichen Peptidbindungen angehért, also siureamidartig 
festgelegt ist, wird er sich ganz anders verhalten als an solchen 
Stellen, wo seine basischen Eigenschaften in freien Amino- 
gruppen ungehemmt zur Entfaltung kommen. Wir haben also 
zu unsern Versuchen neben Diketopiperazin vor allem Amino- 
siurederivate mit freier Aminogruppe herangezogen. 

Glykokollithylester besitzt die Fahigkeit, sich mit einer 
griéBeren Menge Formaldehyd zu beladen. Das mit Ather 
abgetrennte Reaktionsprodukt ist eine farblose, dicke Fliissigkeit, 
die sich im Hochvakuum unzersetzt destillieren laBt, wenn 
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man zuvor den Uberschu8 des vorhandenen Aldehyds méglichst 
vollstindig entfernt. Das destillierte Produkt hat, so gewonnen, 
die Zusammensetzung C,H,,NO, und enthalt auf einen Teil 
Glykokoll genau 3 Molekiile Formaldehyd, die unter Austritt 
eines Molekiils Wasser angelagert sind. Wir nennen es Tri- 
formal-glycin-ester. Die Bindung des Aldehyds ist eine sehr 
lockere. Durch Mineralsiuren wird er leicht wieder abgespalten, 
und wenn man mit Chlorwasserstoff in Alkohol arbeitet, kann 


' man fast das ganze Material als salzsauren Glykokollester 


i ICA ee 


ie 


wiederfinden. 

Weniger einheitlich verliuft die Spaltung des Triformal- 
glycin-esters in alkalischer Lésung. Zugleich findet natur- 
gemiB auch Verseifung der Kstergruppe unter Salzbildung 
statt. Mit Baryt haben wir nur in ziemlich bescheidener 


' Menge ein krystallisiertes Barytsalz gewonnen, das auf je einen 


Glykokollrest noch ein Formaldehydmolekil enthalt. Die 
Analyse des getrockneten Salzes stimmt auf die Formel 
C,H,O,N),Ba. Demnach liegt das Bariumsalz des Methylen- 
glykokolls vor. Obwohl solche Methylenaminosiuren in der 
Proteinliteratur einen ziemlichen Raum einnehmen und man 
vor allem ihre Bildung bei der sogenannten Formoltitration 
nach Sérensen stets voraussetzte, war die Existenz von 
Methylenverbindungen einfacher Aminosiuren und _ besonders 
des Glykokolls hypothetisch und sogar in Frage gestellt.}) 
Arbeitet man bei der Spaltung des Triformal-glycin-ester 
mit Ammoniak statt Baryt, so wird nur das Oxyithyl gegen 
Amid ausgetauscht. Es bildet sich Triformal-glycin-amid 
C.H,,N,O,. Also kénnen auch die freien Aminogruppen 
solcher Aminosiiuren, deren Carboxyl amidartig festgelegt ist, 
mit Formaldehyd zu Triformalverbindungen zusammentreten 
und man hat mit der Bildung von Triformalverbindungen bei 
der Formaldehydgerbung und anderen Prozessen, die in einer 
Formaldehydbehandlung von Proteinen bestehen, zu rechnen. 
Da in unseren Triformalverbindungen die Festlegung des 


) H. Krause, Chem. Ber. Bd. 51, S. 186, 542 und 1556 (1918); 
Bd. 52, S. 1211 (1919). 


)* 
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Aldehyds offenbar lediglich dem Stickstoff zur Last fallt, wird 
man sie vorerst am besten folgendermaBen formulieren 


ai O—CH, 
‘ 
CH, N-CH,-COOC,H, , Gu, N-CH,CONH,. 
a % 
O—CH, O—CH, 
Triformal-glycin-ester Triformal-glycin-amid 


Wir geben diese f’ormeln zunichst unter Vorbehalt. 

In den Proteinen sind auch eine Reihe von Oxyamino. 
siuren vorhanden, die eine Oxy- und eine Aminogruppe in 
direkter Nachbarschaft enthalten. Kine solche Anordnung 
tritt nach Knorr und Matthes mit Aldehyden zu Oxa- 
zolidinen zusammen: 


R-CH-CH-R’ + CH,O = R-CH—-CH-R’ + H,O 


OH NH, 6.CH,NH 
Ks war deshalb von vornherein zu erwarten, daB die Derivate 
von Oxyaminosiiuren in ihrem Verhalten gegen Formaldehyd 
von den Glykokollverbindungen abweichen wiirden. Wir haben 
einen Versuch mit Serinester CH,(OH)-CH(NH,)-COOC,H, an- 
gestellt. Aber auch hier konnten wir uns wieder iiberzeugen, 
daB die Formalinaufnahme nicht bei 1 Molekiil stehen bleibt, 
wenn genug Aldehyd zur Verfiigung steht. Der von uns 
analysierte Ester C,H,,NO, diirfte am besten wieder als Tri- 
formal-serinithylester zu deuten sein. Da wir nur iiber sehr 
geringe Mengen Serinester verfiigten, haben wir zur Erginzung 
eine leichter zugiingliche Oxyaminoverbindung untersucht, das 
y-Amino-propylenglykol 
NH, -CH,-CH(OH)-CH,(OH). 

Dies Oxyamin gibt mit einem UberschuB von Forn- 
aldehyd kein Oxazolidin oder Pentoxazolidin?), sondern in be- 
friedigender Ausbeute eine Triformalverbindung. Sie kann 
im hohen Vakuum destilliert werden. Aber schon bei der 


1) Mit 1 Mol Formaldehyd hat uns das N-Mono-phenetidyl- 
aminopropylen-glykoll friiher eine oxazolidin-artige Verbindung geliefert. 
M. Bergmann, R. Ulpts und F. Camacho, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 2796 (1922). 
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| Salzbildung mit Oxalsiiure oder Pikrinsiure spaltet sie in der 
| Kilte augenblicklich Formaldehyd ab und liefert das Pikrat 
| baw. Oxalat einer Monoformalverbindung, die vermutlich zyk- 
| lisch gebaut ist. 


Die Bildung von Tri-formaldehydverbindungen ist dem- 


' nach nicht auf Aminosiuren beschrinkt, sondern scheint eine 
_ allgemeinere Kigenschaft sekundirer Amine zu sein. Wir 
‘sind im Begriff, auch andere Amine und andere Aldehyde 
/ nach dieser Richtung zu priifen. 


Die andere oben beriihrte Frage der Formaldehydwirkung 


r auf die Siureamidbindungen des Proteinmolekiils haben wir 
' am Diketopiperazin gepriift. Wir haben hier eine krystalli- 
' sierte Verbindung vom Schmelzp. 179—180° erhalten, die auf 
_ jedes Stickstoffatom 1 Molekiil Formaldehyd enthalt, ganz im 
_Kinklang mit dem bekannten Verhalten anderer Siureamide. 


Wir verzichten aber auf die genauere Schilderung dieses Teils 


' unserer Versuche, da dieselbe Verbindung vor einigen Monaten 
' von K. Cherbuliez und E. Feer?) ausfiihrlicher beschrieben 


worden ist. Wir betonen nur, daB unsere diesbeziiglichen 


' Versuche schon Anfang 1922 fertiggestellt waren. 


Unsere Versuche zeigen, daB Aminosiurestickstoff in den 
einfachsten Bindungen, in welchen er in den Proteinen nach 


' unseren bisherigen Kenntnissen auftreten kann, mit Form- 


aldehyd chemisch reagiert. Sie zeigen ferner, da bei der 
Titration der Aminosiiuren nach Sérensen zuniachst nicht 
Methylen-aminosiuren gebildet werden, wie im Anschlu8 an 
Schiff auch heute noch vielfach angenommen wird, sondern 
aldehydreichere Gebilde, die aber in alkalischer Lésung offen- 
bar zum Teil in Salze der Methylen-aminosiuren tbergehen. 

Das oben beschriebene Bariumsalz des Methylenglykokolls 
ist offenbar identisch mit einem Salz, das Krause?) aus Gly- 
kokoll, Baryt und Formaldehyd erhalten hat. Aber Krause 
schreibt ihm zu Unrecht die Formel eines Oxymethyl-glycin- 


1) Hely. chim. acta Bd. 5, S. 678 (1922). 
*) H. Krause, Chem. Ber. Bd. 51, S. 136, 542 und 1556 (1918); 
Bd. 52, S. 1211 (1919). 
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barium [CH,(OH)-NH-CH,CO,],Ba zu und betrachtet das 
im Vakuum entweichende Wasser als Konstitutionswasser. 
Das ebenfalls von Krause unter etwas anderen Versuchs. 
bedingungen bereitete Oxytrimethylen-glycin-barium haben wir 
nicht erhalten kénnen, vielmehr an seiner Stelle immer nur 
das eben schon erwihnte Methylen-glycin-barium bekommen, 
das so zu einem sehr leicht zuginglichen Stoff wird. Die von 
Krause fiir seine Oxytrimethylen-glycinverbindungen gewiihlte 
Formulierung (ROCO.CH,-N-)CH,-CHOH-CH,-(N-CH,-COOR 
als Derivate des #,4’-Diamino-isopropylalkohols!) laBt sich 
iibrigens mit ihrer leichten Wiederaufspaltung unter Form. 
aldehydbildung nicht in Einklang bringen. Dem von Krause 
aus Glycinester und Formaldehyd erhaltenen Priparat von 
der Zusammensetzung eines Oxytrimethylen-glycinithylester 
sind wir bei unseren gleichartigen Versuchen nicht begegnet. 


Triformaldehyd-glykokoll-ester, 
C,H,O,—=N-CH,-COOC,H, . 


25 g Glykokollester-chlorhydrat werden in 200 ccm einer 
waBrigen starken Formaldehydlésung bei Zimmertemperatur auf- 
gelést und nach Zufiigen von 150 ccm Ather der Ester unter Kis- 
kiihlung durch etwas weniger als die berechnete Menge Natron- 
lauge (27,5 ccm 4n-Lauge) unter bestiindigem Schiitteln in Frei- 
heit gesetzt. Nach zweistiindigem Schiitteln auf der Maschine 
wird die Atherschicht abgehoben und der wifrige Teil noch- 
mals mit 100 ccm Ather ausgezogen. Die vereinigten Ather- 
lésungen trocknet man mit Natriumsulfat, vertreibt das Lésungs- 
mittel vorsichtig und erwirmt die verbleibende farblose Flissig- 
keit einige Stunden bei 9mm im Bad von 60—70®% Dabei 
entweichen groBe Mengen Formaldehyd und der Rest 1libt 
sich dann ohne erhebliche Zersetzung bei 1 mm Druck aus 
einem Bad von 98—100° destillieren. S8—10 g. Man kann 
ohne Anderung des Ergebnisses auch von reinem Glykokoll- 
ester ausgehen. Priparativ bietet dies keinen Vorteil. 





') Goedeckemeyer, Chem. Ber. Bd. 21, S 2690 (1880). M. Berg- 
mann, F. Radt und E. Brand, ebenda Bd. 54, 8. 1650 (1921). 
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0,1064 g Substanz gaben 0,1868 g CO, und 0,0731 g H,0. 


as Fatah Sisley 


6,200 mg - » 0,416 cem N (bei 18°, 765 mm, iiber 
50 °/,iger KOH). 
C,H,,NO, (175,10) Ber. 47,979, C 1,49°/, H 8,01 % N 
Gef. 47,90 7,68 7,17 


Kin anderes Priparat gab 48,15 °/, C und 7,71°/, H, ein 
| Priparat, das direkt aus freiem Glykokollester gewonnen war, 
 ergab 48,04°/, C und 7,61°/, H und nach nochmaliger Destil- 
| lation 48,41°/, C, 7,81°/, H und 7,92°/, N. An der Indi- 
' yidualitit der Verbindung kann also kein Zweifel sein. 
| Zur Bestimmung des Formaldehyds waren 1,4910 g Sub- 
' stanz mit starker Phosphorsiiure und etwas Wasser iiber Nacht 
aufbewahrt und dann die klare Fliissigkeit unter Zusatz von 
mehr Wasser destilliert, solange noch Aldehyd iiberging. Im 
' Destillat wurden nach der Sulfitmethode 51°/, Formaldehyd 
gefunden, statt der fiir 3 Molekiile berechneten Mengen von 
51,4 °/,. 

Die Triformalverbindung ist eine schwach basisch riechende 
Fliissigkeit, die aber beim Aufbewahren nach einigen ‘agen deut- 
lichen Formaldehydgeruch annimmt. Sie enthalt den Aldehyd 
nur recht locker gebunden. Schon beim Kochen mit Wasser wird 
er in Freiheit gesetzt und geht beim Destillieren zum gréSten 
Teil mit den Wasserdiimpfen iiber. Kin Teil verbleibt im 
Riickstand und wird in reduzierende Substanzen verwandelt. 
Noch leichter und rascher erfolgt die Spalturg mit Siéuren. 
Von dieser Kigenschaft wurde oben zur Bestimmung des Form- 
aldehyds Gebrauch gemacht. Man kann dieselbe Kigenschaft 
auch zum Nachweis benutzen, daB das Skelett des Glykokoil- 
esters noch unversehrt ist. Wir haben dafiir 1,4 ¢ Form- 
aldehydverbindung mit starker absolut-alkoholischer Salzsiiure 
iibergossen und dann mit Ather versetzt. Bald krystallisierte 
der salzsaure Glykokollester aus und war sofort analysenrein. 
Gef. 25,55°/, Cl, ber. 25,45°/, Cl.) Ausbeute bei Verarbeitung 
der Mutterlauge 1,05 g oder 94°/, d. Th. 

Auch Alkalien wirken spaltend. Beim Stehen mit Baryt wird 
aber nicht der ganze Formaldehyd herausgeworfen. Denn wir er- 
hielten auf folgende Weise ein formaldehydhaltiges Barytsalz: 
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5 g Triformal-glycinester wurden mit der Lésung yoy 
10 g krystallisiertem Baryt in 100 com Wasser bis zur rasc, 
erfolgenden Liésung geschiittelt und noch 2—3 Stunden be; 
18° aufbewahrt. Nach dem Ausfillen des freien Baryts durch 
Kohlensiure wurde das Filtrat unter vermindertem Druck aus 
einem Bad von nicht mehr als 40° verdampft. Der ver. 
bleibende Sirup erstarrte beim Verreiben mit absolutem 
Alkohol nur teilweise krystallinisch. Diese Portion konnten 
wir gréBStenteils isolieren, indem wir mit wenig eiskaltem 
Wasser versetzten und das Geléste entfernten. Der Rest lief 
sich durch Lésen in kaltem Wasser und Versetzen mit Alkohol 
in schénen farblosen Nadeln oder Prismen von manchmal sehr 
guter Ausbildung erhalten. Die Ausbeute daran ist aber 
nicht groB. 

Das Barytsalz enthilt Krystallwasser, dessen Menge wir 
bei verschiedenen Priparaten einmal zu 4 Molekiilen, meist 
aber zu 5 Molekiilen fanden. 


0,1441 g Substanz gaben 0,0968 g CO, und 0,0625 g H,0. 


3,985 mg ms - 5 0,251 eem N (bei 20°, 761 mm, _ iiber 
50 °/, iger KOH). 

0,1744 g ‘s .  0,1177 g CO, und 0,0709 g H,O. 

0,1651 g is » 11,0 cem N (bei 20°, 759 mm, iiber 


33 °/, iger KOH). 
C;H,O,N,Ba + 5H,O (399,6) 
Ber. 18,02 °/, C 4,54°/, H 7,01 °/, N 34,39 °/, Ba 
Gef, 18,33 4.85 7,20 fn 
» 18,41 4,54 7,64 = 
Gewichtsverlust bei 100° und 11 mm 22,0°/, statt 22,4 °/, fiir 5H,O. 
Getrocknetes Salz: 
C,H,N,O,Ba (309,5) 
Ber. 23,26 °/, C 2,60°/, H 9,05 °/, N 44,40 °/, Ba 
Gef. 23,05 3,08 9,22 44,60 


Demnach liegt das Bariumsalz des bisher unbekannten Me- 
thylenglykokoll vor. Wir haben es zum Vergleich auf folgende 
einfache Weise hergestellt: 

Die filtrierte Lésung von 10 g reinem, krystallisiertem 
Baryt in 20ccm Wasser wird noch heiB mit 5 g Glykokoll ver- 
setzt und dieses, wenn nétig unter Erwirmen, rasch aufgelist. 
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Nun fiigt man bei 30—40° noch 15 com Formaldehydlésung 
(yon 80—35°/,) zu und halt einige Minuten bei 50% Dann 
erstarrt die Masse zu einem dicken Brei schneeweiBer schief- 
abgeschnitter prismatischer Nadeln. Manchmal verzégert sich 
die Abscheidung, dann kann man eine Probe mit etwas 
Alkohol versetzen und die sofort erhaltenen Krystalle zum 
Impfen benutzen. Wenn man die Hauptmenge mit Alkohol 
und Ather aufs Filter bringt, betrigt die Ausbeute gegen 
12,1 g oder titber 91°/, d. Th. Das Praparat ist dann schon 
recht rein. Beim raschen Umlésen aus Wasser wird die Zu- 
sammensetzung nicht geiindert, auch nicht, wenn man zur 
VergréBerung der Abscheidung Alkohol und Ather zusetzt. 


Rohprodukt: 

0,1506 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,1022 g CO, u. 0,0630 g H,O. 

0,1691 g ‘a ‘ » 10,6 cem N (bei 18°, 746 mm 
iiber 33°/,iger KOH). 

0,1728 g Substanz - 0,1001 g BaSQ,. 


C,H,0,N.Ba ++ 5 H,O (399,6) 
Ber. 18,02°/, C 4,54°% H 7,019, N  34,39°/, Ba 
Gef. 18,51 4,68 7,13 34,10 
Zur Formaldehydbestimmung wurden 0,1792 ¢ lufttrocknes 
Salz mit iiberschiissiger wiBriger Phosphorsiiure iiber Nacht 
aufbewahrt und dann unter langsamem WasserzufluB destilliert, 
bis kein Aldehyd mehr iiberging. Das Destillat verbrauchte 
17,7 com n/10-Jodlésung, wiithrend fiir 2 Molekiile Formaldehyd 
17,86 ccm berechnet wiren. 
0,1103 g Substanz (getrocknet) verbrauchten bei Formaldehyd- 
bestimmung 13,95 ecm n/10-Jodlésung statt der berechneten 14,28 ccm. 
0,1320 g Substanz (umkrystallisiertes Salz) gaben 0,0882 g CO, und 
0,0546 g H,O. 
0,1603 g ¥ ( ‘s >» ) 9 10,2 cem N (bei 
20°, 758 mm, iiber 33 °/, iger KOH). 
0,1560 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,0906 g BaSQ,. 
C,H,0,N,Ba + 5H,O (399,6) 
Ber. 18,02 °/, C 4,54°/, H 104°), & 34,39 °/, Ba 
Gef. 18,23 4,62 7,28 34,16 


0,1554 g¢ Substanz (lufttrocken) verbrauchten bei der Formaldehyd- 
bestimmung 15,0 eem n/10-Jodlésung statt der berechneten 15,59 ccm. 
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96 Max Bergmann, M. Jacobsohn und H. Schotte. 


Das luftrockene Salz verlor bei 99° und 12 mm 22,93 °/, H,0O statt 
22,4°/,. 


0,1684 g Substanz (getrocknet) gaben 0,1432 g CO, und 0,0429 g H,0, 


0,1594g¢ ,, = ,,. 12,7 cem N (bei 20°, 750 mm, 
liber 33°/,iger KOH). 

0,1664 g Substanz " »  0,1242 g BaSQ,. 

0,1630 § ” ” ” 0,1219 g ” 


C,H,N,0,Ba (309,5) 
Ber. 23,26°, C 2,60°/, H 9,05°/, N 44,40°/, Ba 
Gef. 23,20 2,85 9,02 43,93 


a wn ih 44,01 


Triformal-glycinamid, C,H,O,-N-CH,-CO-NH, . 

Als 6g Athylester in der dreifachen Menge starker 
waBriger Ammoniakfliissigkeit gelést wurden, begann nach 
3/, Stunden die Abscheidung des Amids in glinzenden Blittern. 
Thre Menge betrug nach 2 Stunden: 3,9 g entsprechend 
78 °/, d. Th. 


0,1215 g Substanz gaben 0,1828 g CO, und 0,0776 g H,O. 


0,1034 g * 5,  18,0cem N (bei 22°, 749mm, KOH 332/,). 
CsH,,N,O; (146,10) Ber, 41,079, C 6,909), H 19,18 9/, N 
Gef. 41,04 7,14 19,53 


Das Rohprodukt war also sofort analysenrein. Schmelzp. 140°. 
Aus der Lésung in Wasser krystallisiert das Amid bei 0° 
unverindert wieder aus. HeiBes Wasser verwandelt in eine 
durchsichtige, knetbare Gallerte. 


Triformal-y-aminopropylenglykol. 
Als 5 g Aminopropylenglykol mit 25 ccm Formalinlésung 
versetzt wurden, trat nach Umschiitteln Selbsterwirmung und 


‘klare Lésung ein. Sie wurde nach 3/, Stunde unter 9 mm 


verdampft und der Riickstand lingere Zeit bei etwa 60° an 
der Wasserstrahlpumpe gelassen, bis der Uberschu8 des Form- 
aldehyds méglichst beseitigt war. Der schlieBlich erhaltene 
Sirup ging unter 0,3 mm Druck nicht scharf bei einer Bad- 
temperatur zwischen 120 und 140 bis 150° iiber. Gesamt- 
menge 4,7 g. Die Substanz bildet ein farbloses, sehr dickes 
Ol, aus dem sich oft erhebliche Mengen durchsichtiger fester 
Massen abschieden, manchmal auch salmiakartig verzweigte 
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| Krystalle. Das Praiparat ergab bei saurer Hydrolyse, Wasser- 
' dampfdestillation und Jodtitration Werte, die nicht sehr gut, 
aber doch eindeutig auf 3 Molekiile Formaldehyd stimmten. 
| (Gef. 29,4 com statt 31,3 fiir 3 Molekiile). 


Wenn man versucht, von der Triformalbase mit Pikrin- 


' siure oder Oxalsiure Salze zu gewinnen, so wird auch bei 
vorsichtigem Arbeiten, wenn Wasser zugegen ist, leicht Form- 
 aldehyd abgespalten. Man bekommt Salze formaldehydarmerer 
Verbindungen. 


Wir beschreiben vorerst nur das Pikrat. 1g Triformal- 


base wurden in 2 ccm Methylalkohol mit 1 g Pikrinsiure ver- 


setzt. Bald bildeten sich dicke, schén gelbe Krystallklumpen. 
1,35—1,4 g. Flache, mikroskopische Krystalle. Da die Ver- 
bindung in allen untersuchten Loésungsmitteln in der Kilte 
schwer léslich ist, wurde das Rohprodukt analysiert, nach- 
dem es fein gepulvert stundenlang mit Ather geschiittelt 
war. Beim Trocknen unter 12 mm trat bei 100° kein Gewichts- 
verlust ein. 


0,1284 g Substanz gaben 0,1710 g CO, und 0,0448 g H,O. 


0,1402 ¢ sa » 20,7 cem N (bei 21°, 751 mm, _ iiber 
33°/,iger KOH). 
C.oH,,0,N, (332,1) Ber. 36,14°/, C 3,64°/,H  16,86°/, N 
Gef. 36,33 3,90 16,70 


Schmelzpunkt des Pikrats 1483—144° 

Das Oxalat schmilzt bei 121—122° und enthilt auch 
1 Mol Formaldehyd. Wir sind mit der genaueren Unter- 
suchung dieser Verbindungen noch beschiiftigt. 


Serinesterformaldehyd. 


Serinesterchlorhydrat wurde mit etwas mehr als 3 Mole- 
kiilen Formaldehyd in starker wiBriger Lésung versetzt, die 
1 Mol entsprechende Menge wasserfreien Pottasche zugefiigt 
und mit Ather griindlich ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen 
und Verdampfen des Athers wurde unter 0,7 mm destilliert. 
Die erste, bei 76—78° iibergehende Fraktion, eine farblose, 
nicht sehr dicke Fliissigkeit, gab folgende Zahlen: 


Lib 99 Sig hoaiceins WALA. 
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28 Max Bergmann usw., Uber Formaldehydverbindungen usw. 


0,13824 g Substanz gaben 0,2378 g CO, und 0,0931 g H,O. 
5,81 mg ” » 9,330 cem N (bei 19°, 763 mm, _ iiber 
50°/,iger KOH). 
C,H,,NO,; (219,15) Ber. 49,28 °/, C 7,82 °/, H 6,40°/, N 
Gef. 49,00 7,86 6,54 


Fiir eine genauere Untersuchung, insbesondere fir eine 
Formaldehydbestimmung reichte unser Material nicht aus. 





Frl. Charlotte Witte sind wir fiir hiiufige Hilfe wieder 
zu Dank verpflichtet. 
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Zur Kenntnis des Spermins I. 


Uber die von Kunz aus Cholerakulturen isolierte Base. 
Von 


F. Wrede und E. Banik. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1923.) 


J. Kunz’) beschrieb vor 34 Jahren die Darstellung einer 
Base aus Cholerakulturen, die so erhalten waren, dab Cholera- 
bazillen auf einer durch Pankreas verdauten Serumeiweib- 
lisung gewachsen waren. Die Base wurde als Platinsalz 
krystallisiert erhalten. Sie zeigte in reinem Zustande keine 
toxischen Eigenschaften. Es wurde von dem Platinsalz eine 
Platin- und eine Kohlen-Wasserstoffanalyse ausgefiihrt, auf 
Grund derer die Summenformel C,H,,N,-H,PtCl, aufgestellt 
wurde. Die zugrunde liegende Base sollte die Formel C,H,N 
haben. Als Charakteristikum wurde angefiihrt, daB bei Zu- 
satz von Natronlauge zu dem Platinsalz der Geruch nach 
menschlichem Sperma auftrat, und daB eine konzentrierte 
Lésung des salzsauren Salzes mit Natriumphosphat und 
Ammoniak Krystalle abschied. 

Kunz glaubte, daB dieser Stoff identisch sei mit dem von 
Schreiner?) aus menschlichem Sperma isoliertem, der den 
Namen Spermin erhalten hat. Uber diese Base aus Sperma sind 
spiter noch zahlreiche Untersuchungen angestellt worden, keine 
hat zu einer befriedigenden Klirung ihrer Natur gefihrt. 


1) Sitzungsber. d. Kaisl. Akad. d. Wiss. Wien Bd. 97, S. 358 (1888); 
Mon. f. Chem. 9, 372 (1888), 
*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 194, S. 68 (1878). 
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Sogar an der Richtigkeit der von Schreiner aufgestelltey 
Summenformel C,H,N sind berechtigte Zweifel erhoben worden, 
Ks erschien wiinschenswert, die Untersuchung iiber das 
Spermin nochmals aufzunehmen. Da menschliches Sperma 
als Ausgangsmaterial relativ schwer beschaffbar ist, wurde 
zuerst versucht, die Kunzsche Base wieder darzustellen und 
zu untersuchen. Es wurde im grofen und ganzen genau nach 
der Vorschrift von Kunz die Cholerakultur bereitet. Bei der 
Aufarbeitung wurden die Fillungen mit Quecksilberchlorid 
abweichend von Kunzs Vorschrift in einzelne Fraktionen auf- 
geteilt (s. Experimenteller Teil). ‘'atsiichlich konnte eine 
Base isoliert werden, die ein schén krystallisiertes Platinsalz 
lieferte. Dieses ergab ungefiihr dieselben Analysenwerte, wie 
Kunz sie angibt, und zeigte beim Versetzen mit Natronlauge 
starken Spermageruch. Da ein anderes krystallisiertes Platin- 
salz trotz sorgsamster Aufarbeitung sich nicht isolieren lief, 
ist wohl an der Identitiit des gefundenen Salzes mit dem 
von Kunz dargestellten nicht zu zweifeln. Wie im folgenden 
gezeigt wird, handelt es sich nun aber keineswegs um 
Spermin, sondern um Pentamethylendiamin (Cadaverin). 

Die Formel C,H,,N,-H,PtCl, (Spermin“-Chloroplatinat! 
verlangt: 

9,68°/, C, 2,44°/, H, 39,35°/, Pt, 5,65°/, N, 43,00°/, Cl. 

Kunz findet bei der einzigen Analyse, die er anfihrt: 

9,75 %/, C, 3,0, H, 39,1°/, Pt. 

Kine Stickstofi- und Chloranalyse wurde von ihm nicht 
ausgefiihrt. Der Platingehalt wurde, wie aus den Analysen- 
daten zu ersehen ist, offenbar aus dem Gliihriickstand bei 
der Kohlen-Wasserstoffbestimmung berechnet. 

Wir erhielten nun bei der Analyse des Platinsalzes 
Werte, die einen etwas héheren Kohlenstoff-, dagegen einen 
etwas niedrigeren Platingehalt zeigten. Uns ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB bei der Verbrennung, die Kunz _ ausfiihrte, 
kleine Mengen Kohlenstoff in dem Platinriickstand unver- 
brannt zuriickgeblieben sind. Die zahlreichen Analysen, die 
wir mit der Substanz ausfiihrten, ergaben im Durchschnitt: 

11,95°/, ©, 2,66°/, H, 5,44°/, N, 37,70°/, Pt, 41,099, Cl. 
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Diese Werte sprechen weniger fiir eine Formel C,H,,N,- 
4, PtCl, (,Spermin“-Chloroplatinat) als fiir eine Formel C,H, ,N,- 
| PtCl, (Pentamethylendiamin-Chloroplatinat), fiir die sich be- 
rechnet: 

11,71, C, 3,15°/, H, 5,47°/, N, 38,12°/, Pt, 41,55°/, Cl. 


Zum Vergleich wurde aus synthetischem Pentamethylen- 


- diamin das Chloroplatinat dargestellt. Dieses glich im Aus- 


: sehen dem aus Cholerakulturen erhaltenen durchaus. Beim 
_ Erwirmen mit Natronlauge gab es den typischen Sperma- 
' geruch. Es lieferte die verlangten Analysenwerte auch fiir 


f Platin. Auf Grund der Schmelzpunkte konnte die Identitiit 


: nicht nachgewiesen werden. In der Literatur‘) findet sich die 


Angabe, daB das Chloroplatinat des Pentamethylendiamins bei 
215° schmilzt. Diese Angabe konnten wir nicht bestitigen. 
Das aus synthetischem Pentamethylendiamin gewonnene Platin- 
salz, das mehrmals umkrystallisiert und analysenrein war, 
zeigte durchaus keinen scharfen Schmelzpunkt. Bei sehr 
langsamen Erhitzen im Schmelzpunktsréhrchen trat bei 225 
bis 230° Verfiirbung und Zersetzung unter Aufschiumen ein. 
Bei schnellerem Erhitzen zeigte sich dieselbe Erscheinung erst 
bei 275°. Beim Eintauchen des Schmelzpunktsréhrchen in 
ein Bad von 275° blieb die Substanz einige Sekunden un- 
verindert, dann trat Braunfiirbung und Zersetzung ein. Das- 
selbe uncharakteristische Verhalten beobachteten wir bei dem 
aus Cholerakulturen isolierten Platinsalz. 

Um nun ein besser charakterisiertes Derivat zu erhalten, 
wurde aus synthetischem Pentamethylendiamin in iblicher 
Weise das Benzoylderivat dargestellt. Da wir nur iiber kleine 
Mengen Platinsalz aus Cholerakulturen verfiigten, wurde ver- 
sucht, aus etwa 50 mg synthetischem Pentamethylendiamin 
die Benzoylverbindung analysenrein zu erhalten. Es zeigte 
sich, daB die Benzoylverbindung zur Bestimmung so kleiner 
Mengen nicht geeignet ist. Wegen ihrer relativ groBen 
Léslichkeit geht sie beim Umkrystallisieren aus Alkohol 
verloren. 


1) Hoppe-Seylers Handb. d. Physiolog. u. Patholog. Chem. Analyse, 


' 


S. 214 (1909). 
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Als sehr geeignet erwies sich die Phenylisocyanatverbindung 

des Pentamethylendiamins.') Diese Verbindung lief sich selbst 
aus ganz winzigen Mengen Pentamethylendiamin fast quan- 
titativ gewinnen: 
NH,+(CH,);NH, +2 C,H,NCO =C,H,NH-CO-NH(CH,),»NH+CO-NHOC,U.. 
Sie lieB sich aus absolutem Alkohol ohne weitere Verluste 
umkrystallisieren und zeigte dann den gewiinschten Schmelz- 
punkt und richtige Analysenwerte. Die Angabe von Loewy 
und Neuberg, da’ zum Umkrystallisieren zweckmiBig Pyridin 
und Aceton benutzt werden soll, erwies sich beim Arbeiten 
mit kleinen Mengen als weniger geeignet. 

Ks wurde nun aus dem Platinsalz aus Cholerakulturen 
ebenfalls die Phenylisocyanatverbindung dargestellt. Diese 
hatte vollkommen gleiche Eigenschaften wie die aus Penta- 
methylendiamin erhaltene (Analysenzahlen, Schmelzpunkt, Misch- 
schmelzpunkt). 

Somit ist héchstwahrscheinlich gemacht, daB die sog. 
Kunzsche Base, die identisch mit ,Spermin“ sein soll, Penta- 
methylendiamin (Cadaverin) ist. Ob diese Base erst durch 
Kinwirkung von Cholerabazillen aus der Kulturfliissigkeit ent- 
standen ist, wie Kunz behauptet, mige dahingestellt sein. 
Weitere Literatur, die diesen Gegenstand berihrt, siehe bei 
Brieger’), Werigo’), Steyrer‘), Kutscher und Lohmann.’ 


Methodischer Teil. 

150 g trockenes SerumeiweiB (Merck) werden in 8 Liter 
Wasser geldst, zu der Fliissigkeit werden 2 frische, fein zerkleinerte 
Bauchspeicheldriisen yom Ochsen gegeben. Das Gemisch wird 
bei 37° 16 Stunden lang im Brutschrank aufgehoben. Dann 
wird zur Entfernung des Eiwei®es schwach essigsauer gemacht 
und im Wasserbade auf 100° erwiirmt. Die durch ein Tuch- 


) Loewy und Neuberg, Diese Zs. Bd. 43, S. 355 (1904/05). 

*) L. Brieger, Uber Ptomaine, Heft III, S. 81 (1886). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 51, 862 (1892). 

*) Hofmeisters Beitriige zur Chem, Physiologie und Pathologie, 
Bd. 1, 8. 506 (1902) und Bd. 2, S. 288 (1902), FuBnote. 

°) Diese Zs. Bd. 41, S. 332 (1904). 
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filter gesaugte Fliissigkeit wird mit Sodalésung alkalisch ge- 
macht und in Rundkolben, die zur Hialfte gefillt werden, 
sterilisiert. Die Kolben werden dann mit Cholerabazillen 
besiit.1) Nach viertigigem Stehen bei 37°, wonach ein reich- 
liches Durchwachsen der Kulturen festgestellt werden kann, 
wird mit Salzsiure angesiuert und wieder sterilisiert. 

Die filtrierte Flissigkeit wird nun im Vakuum zum Sirup 
eingedampft. Die Fliissigkeit im Siedekolben ist wahrend der 
Destillation gegen Lackmus sauer, nicht sauer gegen Kongo. Gegen 
Ende der Destillation wird merkwiirdigerweise das Destillat stark 
alkalisch. Der Riickstand im Destillierkolben wird nun zur voll- 
stiindigen Entfernung des Wassers mehrmals mit absolutem 
Alkohol aufgenommen und im Vakuum eingedampft. Auch diese 
alkoholischen Destillate reagieren stark alkalisch. Sie werden 
zur spiteren Untersuchung beiseite gestellt (Destillat A). 

Der Riickstand wird nun in etwa 200 ccm Alkohol auf- 
genommen und filtriert. Das Filtrat wird mit einer alkoho- 
lischen Quecksilberchloridlésung versetzt, solange noch eine 
Fillung entsteht. Das zuerst Ausgefallene erweist sich als 
eine zihe sirupése Masse (B), die gesondert weiter untersucht 
wird. Die weitere Fallung ist feinflockig (C). 


Aufarbeitung von Destillat A. 


Die alkoholische Lésung wird salzsauer gemacht, ein Tel 
wird auf dem Wasserbade eingedampft. Der Riickstand kry- 
stallisiert in langen Nadeln. Um zu priifen, ob es sich um 
eine organische Base handelt, werden einige mg der Kohlen- 
wasserstoffbestimmung unterworfen. Dabei kénnen nur ganz 
unwesentliche Mengen Kohlenstoff festgestellt werden. Eine 
organische Verbindung liegt offenbar nicht vor. — Die salz- 
saure Fliissigkeit gibt mit Pikrolonsiure eine krystalline 
Fallung von uncharakteristischem Schmelzpunkt. Das ein- 
heitliche Pikrolonat wird in Salzsaiure gelést, die Pikrolon- 


1) Die Sterilisation und die bendétigte Cholerakultur wurde vom 
Greifswalder Hygienischen Institut der Universitat besorgt. Nach An- 
gabe des Institutsdirektors, Herrn Prof. Dr. Friedberger, handelte es 
sich um eine virulente, frisch bezogene Kultur. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXXI. 3 
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siure wird mit Ather ausgeschiittelt und die wiBrige Fliissig. F 
keit mit Platinchlorid versetzt. Die Krystalle erweisen sich : 
als Ammoniumplatinchlorid. . 


7,546 mg Substanz gaben 0,392 cem N (18° und 764 mm). 


8,386 mg a »  1,897mg H,O und 0 mg COQ,,. 
(NH,),PtCl, (444) Ber. 6,31 °/, N 1,81 °/, H 
Gef. 6,14 1,86 


Es handelt sich also um Ammoniak, das bei lackmus. 
saurer Reaktion iberdestilliert war. 





Wi 

Aufarbeitung von Fallung B. - vol 

Der schmierige Niederschlag wird in etwa 100 ccm Wasser q = 
verteilt, wobei ein Teil in Liésung geht. Der Riickstand (BI) F 
wird gesondert von der Liésung (B II) verarbeitet. : la 
BI wird im Wasser suspendiert und durch Schwefel- _ 
wasserstoff zerlegt. Es wird vom Quecksilbersulfid abfiltriert, J 7 


der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom verjagt. Die 8 - 
Fliissigkeit wird durch mehrfaches Aufnehmen mit Aikohol 
in alkoholische Loésung gebracht. Diese Liésung (70 ccm) - 


wird mit der Hilfte ihres Volumens Wasser versetzt, dann wird a 
eine alkoholische Platinchloridlésung zugegeben. Es scheiden ? 


sich nach einiger Zeit einheitlich aussehende, rhomben- bis JF 
nadelférmige Krystalle ab, die sich aus heiBem Wasser durch F ~ 


Zugabe von etwas Alkohol ohne Zersetzung umkrystallisieren : BS 
lassen. Der Zersetzungspunkt liegt unscharf bei schnellem FE i 
Erhitzen bei 280°. Auch nach zweimaligem Umkrystallisieren di 
kann bei mikroskopischer Untersuchung noch eine kleine —& 
Menge andersartig aussehender Krystalle neben den typischen ” 
Krystallformen festgestellt werden. Dementsprechend gibt die : 
Analyse dieses Platinsalzes keine ganz exakten, fiir Pt und H , 
etwas zu geringe Werte. 
8,893 mg Substanz gaben 3,93 mg CO,, 2,16 mg H,O u. 3,36 mg Pt. 4 
7,408 mg “ » 3,22 mg CQ,, 1,73 mg H,O u. 2,793 mg Pt. . 
11,659 mg is » 0,584 cem N (18° und 773 mm). 4 
C,H,,N,:H,PtCl, (,,Spermin“ : 
Ber. 9,68 °/, C 2,44°/, H 39,35 °/, Pt 5,65 °/, N a P 
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C;H,,N,-H,PtCl, (,,Cadaverin“) 


Ber. 11,71°/, © 3,15°/) H  —- 38,18 °/, Pt 5,47 °/, ‘N. 
Gef. 12,05 2,72 37,78 5,46 
11,85 2,61 37,70 


Die Substanz gleicht im Aussehen und Verhalten beim 
Erhitzen im Schmelzpunktsréhrchen ganz dem Chloroplatinat 
des synthetischen Pentamethylendiamins. Wie dieses gibt es 
beim Erwarmen mit etwas Natronlauge einen kriftigen Geruch 
nach menschlichem Sperma. 

Um die beiden Stoffe noch genauer zu identifizieren, 
wird die Verbindung mit Phenylisocyanat nach den Angaben 
von Loewy und Neuberg dargestellt. Nachdem festgestellt 
war, daB noch mit 10 mg synthetischem Pentamethylendiamin 
die Phenylisocyanatverbindung sich in reiner Form gewinnen 
liBt, wird das Platinsalz aus der Cholerakultur verarbeitet. 
Es wird in Mengen von etwa 50mg unter gelindem Erwairmen 
in etwa 2 ccm Wasser gelést und mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt. Nach einigen Stunden wird durch ein mit Kieselgur ge- 
dichtetes Filter abfltriert. Der Schwefelwasserstoff wird aus 
dem Filtrat durch Hindurchsaugen eines Luftstromes entfernt, 
die Fliissigkeit wird mit Natronlauge neutralisiert. Nach dem 
Neutralisieren werden noch weitere 0,2 ccm n-Natronlauge und 
0,25 g Phenylisocyanat zugesetzt. Beim Schiitteln scheidet 
sich ein kérniger, krystallisierter Niederschlag ab, der ab- 
gesaugt wird. Der Kérper wird aus 2 ccm absolutem Alkohol 
umkrystallisiert. Er krystallisiert in feinen, weiBen Nadeln, 
die den gewiinschten Schmelzpunkt von 210° zeigen. Mit der 
Phenylisocyanatverbindung aus synthetischem Cadaverin ge- 
mischt, ist keine Depression des Schmelzpunktes zu _beob- 
achten. Auch die Stickstoffbestimmung gibt den gewiinschten 
Wert: 

2,279 mg Substanz gaben 0,328 ccm N (19° und 758 mm). 

C,oHyN,O» (340,3) Ber. 16,47 °/, N 
Gef. 16,78 

Aus der Mutterlauge des Platinsalzes laBt sich weder 
durch Eindampfen noch durch weiteren Zusatz von Alkohol 
ein krystallisiertes Platinsalz gewinnen. Der amorphe Riick- 
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stand, der beim Verdampfen des Wassers und Alkohols zuriick. ¥ 


bleibt, gibt mit Phenylisocyanat keine faBbare Verbindung. 

Die Lésung von BII wird mit Schwefelwasserstoff vom 
Quecksilber befreit, das Filtrat wird eingedampft, und dey 
Riickstand in etwa 50 ccm Alkohol aufgenommen. Nach dem 
Filtrieren wird mit 25 ccm Wasser und alkoholischer Platin- 
chloridlésung versetzt. Auch hier scheiden sich nach einiger 
Zeit Krystalle ab, die allerdings von erheblichen Mengen 
amorpher Verunreinigungen durchsetzt sind. Der Niederschlag 
lést sich in wenig warmen Wasser. Durch Zugabe von soviel 
Alkohol, daB eine etwa 20°/,ige alkoholische Liésung entsteht, 
scheidet sich ein Platinat ab, das auf Grund des Aussehens 
und der Analyse wohl mit dem Chloroplatinat aus B I iden- 
tisch sein kann. i 

6,237 mg Substanz gaben 2,313 mg Pt. 


3,255 mg - »-’ 0,162 com N (18° und 757 mm). 
C;H,,N,*:H,PtCl, (512,86) Ber. 38,12 "lo Pt 5,47 o, N 
; Gef. 37,08 5,81 


Das Platinat wird in der oben geschilderten Weise in 
die Phenylisocyanatverbindung iibergefiihrt, die sich durch 
Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Stickstoffanalyse als die 
Phenylisocyanatverbindung des Pentamethylendiamins charakte- 
risieren laBt. 

1,856 mg Substanz gaben 0,261 cem N (18° und 763 mm). 

C,9H,,.N,O, (340,3) Ber. 16,47°/, N 
Gef. 16,56 


Aus der Mutterlauge des Chloroplatinats von BII kann 


darch Zusatz von Alkohol nichts Krystallisiertes mehr gefabt 
“werden. Der amorphe Riickstand, in der angegebenen Weise 


mit Phenylisocyanat behandelt, gibt in kaum wagbarer Menge 
einen Kérper vom Schmelzp. 215° Wahrscheinlich handelt 
es sich um verunreinigtes Pentamethylendiaminphenylisocyanat. 


Aufarbeitung der Fallung C. 


Der Niederschlag wird ebenso, wie bei B beschrieben, in 
einen wasserléslichen (C II) und wasserunléslichen (C I) Teil 
getrennt. 
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Die Aufarbeitung der beiden Fraktionen erfolgt ganz 
analog wie bei B angegeben. CI ergibt ein stark verunreinigtes 
Platinsalz, das in abnlichen Formen~krystallisiert wie das 
Chloroplatinat des Pentamethylendiamins. CII gibt neben 
einer sehr reichlichen amorphen Fallung nur wenig nadel- 
formige Krystalle. In beiden Fraktionen lat sich bei sorg- 
faltigem Aufarbeiten nur Pentamethylendiamin (Cadaverin) 
nachweisen. | 


Zusammenfassung. 


Ks kann aus einer Cholerakultur, die nach der Vorschrift 
von J. Kunz bereitet wird, nur eine einzige Base in Form 
eines krystallisierten Chloroplatinats dargestellt werden. Dieses 
Chloroplatinat zeigt die von Kunz als charakteristisch hin- 
gestellte Reaktion: Spermageruch auf Zusatz von Natronlauge. 
Es gibt Analysenwerte, die den von Kunz bei seiner Base 
gefundenen sehr ahnlich sind. An der Identitait dieses Chloro- 
platinats mit dem von Kunz isolierten ist wohl kaum zu 
zweifeln, namentlich da die von Kunz ausgefiihrte Analyse 
nicht vollstindig und nicht ganz korrekt war. Es wird gezeigt, 
daB die dem Chloroplatinat zugrunde liegende Base nicht 
etwa ,Spermin“ ist, wie Kunz meint, sondern Pentamethylen- 
diamin (Cadaverin). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Uberlassung von Chemikalien und Apparaten, die 
zur Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. Ebenso sind wir 
fiir Mittel der Rockefeller Foundation dankbar. 























Zur Kenntnis des Spermins II. 


Uber die von Schreiner aus dem Sperma isolierte Base.’) 
Von 
F. Wrede und E. Banik. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Greifswald). 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1923.) 


Die Natur des ,,Spermins“, der Base, die sich aus mensch- 
lichem Sperma als wasserlésliches krystallisiertes Phosphat 
gewinnen lassen soll, ist noch keineswegs geklirt. Nachdem 
Schreiner im Jahre 1878 seine Darstellung und sein Ver- 
halten beschrieben hat und auf Grund seiner Analysen die 
Summenformel C,H,N aufgestellt hat+), ist an der Existenz 
dieses interessanten Kérpers kaum mehr gezweifelt worden. In 
fast allen Lehrbiichern der Physiologie und der physiologischen 
Chemie wird das ,Spermin“ aufgefiihrt und werden seine 
Derivate beschrieben. — Vielfach wird es als identisch hin- 
gestellt mit Piperazin (Diithylendiamin).*) Nur gelegentlich 
wird darauf hingewiesen, da8 diese Identitiit unbewiesen und 
auch unwahrscheinlich ist.) 

Das ,,Sperminphosphat“ wird nach Schreiners Angaben 
folgendermaBen gewonnen: ,,Frisches Sperma wird zur Koagu- 
lation der eiweiBartigen Koérper mit Alkohol gekocht. Nach 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd, 194, 8. 68 (1878). Dort Zusammen- 
stellung der dlteren Literatur. 

*) Hoppe-Seylers Hdb. d. Physiol. u. Patholog. Chemischen Analyse, 
Berlin 1909. 

8) Ewald, Hdb. d. allg. u. spez. Arzneiverordnungslehre. 13. Aufl. 
(1898). Guggenheim, Die biogenen Amine (1920). 





dem 

filtrie 
Subs 
Zusa 
elwel 
in L 
wie 

lisch 
siert 
wurd 


ge we 


Fort 
dab 

wird 
etwa 
die | 
Zers 
glin 
date 


ang 
gun 
alls: 


ges) 


vou 


in 

der 
den 
wer 


La 








SEIS ea i ios taan 
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dem Erkalten und mehrstiindigem Stehen wird der Alkohol ab- 
filtriert, der Inhalt des Filters wird bei 100° getrocknet. Die 
Substanz wird fein zerrieben und mit warmem Wasser unter 
Zusatz von einigen T'ropfen Ammoniak extrahiert. Von den 
eiweiBartigen Verbindungen des Spermas gehen nur Spuren 
in Liésung, die krystallisationsfahige Substanz lést sich so gut 
wie vollstindig. Sie kann beim Eindampfen des ammoniaka- 
lischen Extraktes in ihren eigentiimlichen Formen krystalli- 
siert erhalten werden. Bei einem quantitativen Versuche 
wurden so in der Trockensubstanz des Spermas 5,2 °/, Krystalle 
gewonnen. 

Das Phosphat soll nach den Analysen Schreiners die 
Formel C,H,,N,-H,PO,-3H,O haben. Es ist zu bemerken, 
daB von ihm eine Kohlen-Wasserstoffanalyse nicht angefihrt 
wird. Er sagt nur, ,daB das Phosphat bei etwa 170° eine 
etwas gebriiunte, beim Erkalten fest werdende Schmelze liefert, 
die beim stirkeren Erhitzen unter AusstoBung ammoniakalischer 
Zersetzungsprodukte sich aufbliht und eine intensiv schwarze, 
glinzende, schwerverbrennliche Kohle liefert.« Die Analysen- 
daten Schreiners sind folgende: 

21,2 °/, Gewichtsverlust (H,O) beim Trocknen, 

35,3 9/, P,O; und 14,0°/, N (in der getrockneten Substanz). 

Ber. fiir C,H,,N,-H,P0,-3H,0: 22,7 °/, H,O. 

Ber. fiir C,H,N,-H,PO,: 38,6 °/, P,O;; 15,2°/, N. 

Die Werte stimmen somit durchaus nicht scharf fiir die 
angenommene Formel, so daB namentlich unter Beriicksichti- 
gung der Tatsache, daB keine Kohlen- und Wasserstoffanalyse 
ausgefiihrt wurde, wohl Zweifel an ihrer Richtigkeit aus- 
gesprochen werden diirfen. Derartige Zweifel wurden auch 
von Ladenburg und Abel geauBert.') 

Das Phosphat ist nach Schreiners Angaben fast unléslich 
in kaltem Wasser. Dies ist merkwiirdig, da die Phosphate 
der einfachen organischen Basen meist léslich sind. — Aus 
dem Phosphat kann mit Baryt die Base in Freiheit gesetzt 
werden; sie soll nicht fliichtig sein. (Nach den Befunden von 
Ladenburg und Abel ist die freie Base jedoch mit Wasser- 


1) Chem. Ber. Bd. 21 S. 758 (1888). 
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dampfen destillierbar, das Destillat gibt aber kein wasserun]is. 
liches Phosphat mehr). Weiter beschreibt Schreiner iy 
krystallisiertes salzsaures Salz C,H,N-HCI, und ein sehr schwey 
lésliches Chloroplatinat und Chloroaurat. Leider gibt er yop 
allen diesen Verbindungen kein charakteristisches Merkmal, 
wie Schmelzpunkt oder dergl. an. An typischen Reaktionen 
erwihnt er folgende: 

Mit Goldchlorid: sofort goldgelber, allmahlich krystal. 
linisch werdender Niederschlag. 

Mit Platinchlorid: nicht sofort ein Niederschlag, sondem 
nach einiger Zeit zarte, ibereinander gelagerte Tafeln. 

Mit neutralem und basisch essigsaurem Blei: keine 
Fallung. 

Mit Phosphorwolframsiéure: weiBer, flockiger Nieder- 
schlag, unléslich in verdiinnter Schwefelsiure. 

Die freie Base soll geruchlos sein. Beim Zusammenbringen 
des gelésten Goldsalzes mit metallischem Magnesium soll ein 
intensiver Geruch nach menschlichem Sperma auftreten. 

Hochst bemerkenswert ist, da8 Schreiner das ,,Spermin- 
phosphat“ auch aus Leber, Milz, Lunge und Blut vom Rinde, 
sowie aus Leber, Milz, Knochenmark und Blut leukimischer 
Menschen isolierte (Béttcher-Charcot-Leyden-Krystalle). Auch 
aus dem Sputum von Asthmatikern konnte er das Phosphat 
darstellen. 

Bald nach dem Erscheinen der Arbeit Schreiners wurden 
zahlreiche Versuche unternommen, das ,,Spermin“ mit bekannten 
synthetisch gewonnenen Verbindungen zu identifizieren. Be- 
sonders die oben erwahnte Arbeit von Ladenburg und Abel hat 
viel Verwirrung angerichtet. Sie stellten das Athylenimin C,H,,N,, 
das spiter als gleich mit Piperazin erkannt wurde’), zuerst 
dar. An der dhnlichen Beschaffenheit der freien Basen (ziihe 
Sirupe), aus der Abnlichkeit der Niederschlige mit Reagenzien 
und aus der Ahnlichkeit der Formen der Platin- und Gold- 
salze glaubten sie folgern zu diirfen, daB ,,Spermin“ mit Piper- 
azin identisch sei. Durch irgendeine sichere chemische Reak- 
tion oder durch eine charakteristische physikalische Konstante 





) Majert u. Schmidt, Chem. Ber. Bd. 24, S. 241 (1891). 
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wurde keins der Salze gekennzeichnet. Ein unlésliches Phos- 
© phat des Piperazins wurde nicht erhalten. — Eine von 
' Schreiner an Ladenburg und Schmidt gesandte Probe 
E yon ,sperminphosphat* erwies sich nicht als rein: sie enthielt 
erhebliche Mengen Calcium. Sie nehmen fiir das ,,Spermin- 
phosphat* unter Beriicksichtigung der oben angefiihrten Ana- 
‘ lysen Schreiners die Formel (C,H,,N,),Ca(PO,), an, Wie 


12° 2 


' schon erwihnt, stellen sie fest, daB das ,Spermin“ Schreiners 
' ebenso wie das Piperazin mit Kalilauge gekocht fliichtig ist, 
' daB das Destillat aber kein schwerlésliches Phosphat mehr 
© gibt (da das Calcium fehlt, das wohl zur Bildung des Phos- 
| phats nétig ist) Ubrigens gibt auch Schreiner an, daB die 
' iber das Chloroaurat gereinigte Base das charakteristische 
' Phosphat nicht mehr entstehen liBt. 


Die von Ladenburg und Abel ausgesprochene Ansicht, 
daB ,Spermin“ und Piperazin identisch seien, ist spiter des 
éfteren bestritten worden.') Trotzdem hat sie sich bis in die 
neueste Zeit erhalten. 

Hochst beachtenswert ist, daB keiner der Forscher, die 
sich mit der Sperminfrage beschiaftigt haben — und es sind 
derer sicher viel mehr als die, welche ihre Forschungen zur 
Publikation brachten — das ,Spermin“ wiedergewonnen hat. 
Offenbar gliickte die Darstellung nach der Vorschrift Schrei- 
ners nicht. Ladenberg und Abel sowie Majert und 
Schmidt lieBen sich von Schreiner geringe Mengen ,,Sper- 
min“ schicken. Majert und Schmidt?) behaupten, daB im 
Bullenhoden — verarbeitet wurden 50 Hoden — keine Base 
von den Eigenschaften des Schreinerschen Spermins vor- 
handen sei.*) — Nach einer Mitteilung der Fa. E. Merck‘) 


1) Sieber, Chem. Ber. Bd. 23, S. 326 (1890). Majertu. Schmidt, 
Chem, Ber. Bd. 24, S. 241 (1891). 

*) Chem. Ber. Bd. 23, S. 3718 (1890). 

3) Sie erwiihnen eine eigentiimlich anmutende Mitteilung Briegers, 
nach der im Hoden iiberhaupt kein ,,Spermin‘ vorhanden sein diirfte, 
da beim Tode Ejakulation des Spermas und damit auch des ,,Spermins‘, 
stattfinden soll. 

*) Pharm. Zs. f. RuBl. (1890) 248; zit. aus Poehl, Spermintheorie, 
St. Petersburg (1898). 
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gelang es nicht, das Spermin Schreiners wieder darzustellen, : 


— Die Tatsache, daB bei der Aufarbeitung von Organe, 
normaler Tiere, in denen Schreiner ,,Spermin“ fand, sonst nic 
eine sperminihnliche Base gefunden ist, l4Bt weitere Bedenkey 
iiber die Existenz des ,,Spermins“ entstehen. Denn in de; 
letzten Jahrzehnten sind viele sehr exakte Untersuchungen 
iiber die Basen in tierischen Organen angestellt worden, be; 
denen der von Schreiner beschriebene Kérper sicher gefunden 
worden wire: In wifrigen Hodenextrakten (vom Bullen) ist 
bisher an krystallisierten Basen nur Cholin}), Arginin?) und 
Kreatin®) nachgewiesen worden. Die Krystalle, die nach 
Florence‘) beim Behandeln von Sperma mit Jod-Jodkaliun 
sich bilden, enthalten nicht, wie vielfach angenommen ist, Spermin 
in Verbindung mit Jod, sondern Cholin.®) Die von Kunz aus 
Cholerakulturen gewonnene Base, die als identisch mit Spermin be- 
trachtet wurde, erwies sich alsidentisch mit Pentamethylendiamin.‘) 

Der einzige Forscher, der das ,Spermin“ Schreiners 
wiedergefunden haben will, ist A. Poehl. Nach seiner An- 
sicht soll das ,Spermin“ die Formel C,H,,N, haben. Die 
Arbeiten Poehls, die fir die Klarstellung der Sperminfrage 
nicht beigetragen haben, sollen in einem besonderen Abschnitt 
am SchluB dieser Arbeit behandelt werden. 7”) 

Uns erschien es notwendig, nochmals den Versuch zu 
machen, ob sich das ,Spermin“ wiedergewinnen laBt. Dann 
sollte untersucht werden, ob das ,Spermin“ tatsichlich die 


angegebene Hormel hat und welches seine Konstitution ist. 


1) Totani, Diese Zs. Bd. 68, S. 86 (1910). 
*) Totani u. Katsuyama, Diese Zs. Bd. 64, S. 345 (1910). 
5) Beker, Diese Zs, Bd. 87, 8.13 (1918); Morinaka, Diese Zs. 


Bd. 124, S. 259 (1922). 
*) Arch. d’Anthropolog. crimin. ete. T X et XI nebst Monographie 


Lyon—Paris, Ed. Storck Masson; Chem. Zbl. 1897, Bd. 1, S. 1161. 
5) Boearius, Diese Zs Bd. 34, 8. 339 (1901). Zusammenstellung 
der Literatur. 





*) Wrede u. Banik, s. voranstehende Arbeit. 

”) S. A. Poehl, Die Physiol--Chem. Grundlagen d. Spermintheorie, 
St. Petersburg 1898. — Auch Jiirgens (Chem. Zbl. 1891, Bd. 1, S. 193) 
behauptet, aus Hoden und Prostata vom Stier 0,0003 °/, ,,Spermin“ ge- 
wonnen zu haben. 






I 


) Haup' 


) schiec 
> weibe 
: besch 
é Wass 





© sie el 


> unte 


rung 
5. 8. 
Pho: 
dem 
oder 


© schl 


2 
Pecize 
% fe 
ee 
me 
pe 
ae 
Paice 
Tap 
wae 
AE: 
f So 
ae 
yes 
Pr? 


Pe wure 


um 






































Zur Kenntnis des Spermins II. 43 


len, Das Sperma?) wurde mit Alkohol aufgekocht, wodurch die 
nen | Hauptmenge ausgefillt wurde. Aus dem alkoholischen Filtrat 
nie fF gchied sich im Laufe von einigen Wochen eine geringe Menge 
‘en P weiBer Krystalle ab, die in der Form den von Schreiner 
len : beschriebenen &hnlich waren. Zwar lésten sie sich in kaltem 
en — Wasser ziemlich leicht. Auf dem Platinblech erhitzt, gaben 
bei é sie eine mit etwas Kohle durchsetzte Schmelze. Der Kohlen- 
len 1B stoffgehalt war aber ziemlich gering (etwa 3 °/,); auberdem fand 
ist d sich in ihnen Wasserstoff (etwa 6 °/,), Stickstoff (etwa 8 °/,), und th 
nd fF Phosphorsiiure (etwa 32°/, P,O,). Beim Erhitzen im Vakuum 
ch F yerloren die Krystalle Wasser (etwa 35 °/,) und einen Teil ihres 
m fF Stickstoffs. — Die Krystalle, deren Menge ibrigens nicht zur 





in [ weiteren Reinigung ausreichte, sind wohl kaum das ,,Spermin- 
us F  phosphat* Schreiners, da sie zu leicht wasserldslich sind. 
e — Auf Grund des niederen Kohlenstoffgehaltes glauben wir — 
“| EF unter Beriicksichtigung der Erfahrungen, die wir bei der Isolie- 
's FF rung des Phosphats aus dem ,,Sperminum Poeh|“ gemacht haben 
- Fs. S. 50) — daB es sich um ein verunreinigtes anorganisches 


' Phosphat handelt. Ware iibrigens tatsichlich ,Spermin“ in 
. dem Salz vorhanden gewesen, so hitte auf Zusatz von Gold- 
oder Platinchlorid bei Gegenwart von Salzsiure ein Nieder- 
' schlag entstehen miissen. Die Bildung einer solchen Fallung 
wurde nicht beobachtet. 

Das ausgefillte ,,Trockensperma“ verhielt sich auch anders 
als nach den Angaben Schreiners zu erwarten war. Wenn 
zu der pulverisierten Masse warmes Wasser, dem einige 'T'ropfen 
Ammoniak zugesetzt war, gegeben wurde, so léste sie sich fast 
vollstindig auf unter Bildung einer homogenen Flissigkeit, 
die sich ahnlich verhielt wie Sperma selbst. EiweiB lieB sich 
jedenfalls auf diese Weise nicht abtrennen. Auch beim laingeren 
Stehen dieser Lisung bildeten sich keine Krystalle. 


Ks wurden nun eine groBe Anzahl Versuche angestellt, 
um aus dieser Lésung des Trockenspermas eine Base mit den 









') Fiir die Beschaffung des Spermas bin ich mehreren praktischen 
Arzten aus Greifswald und Berlin, sowie mehreren Universititskliniken 
zu groBem Dank verpflichtet. 
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erwihnten Higenschaften zu isolieren. Ein positives Resultat 
ergab folgende Methode: 

Die EjiweiSstoffe wurden zum gréBten Teil durch Auf. 
kochen bei schwach essigsaurer Reaktion abgeschieden. Weitere 
Verunreinigungen lieBen sich mit basischem Bleiacetat ent- 
fernen, das ja das ,Spermin“ nicht ausfallt. Zur weiteren 
Reinigung wurde mit Bleiacetat bei Gegenwart von etwas Am- 
moniak versetzt. (In den Bleifallungen konnte keine Base von 
den Eigenschaften des ,,Spermins“ nachgewiesen werden). Das 
Filtrat wurde vom Blei befreit und mit Phosphorwolframsiiure 
versetzt. Aus dem wegen der Anwesenheit von Ammonium- 
salzen reichlichen Niederschlag wurden mit Baryt die Basen in 
Freiheit gesetzt. Nach dem Kindampfen der barytfreien Lé- 
sung lieB sich mit Goldchlorid eine krystallisierte Verbindung 
ausfallen, deren Analyse folgende Daten gab: 


7,8%/, C 2.6%), H 4,2°/, N 48°), Au 
Ber. fiir C,H;N-HAuCl,: 
6,3 °/, C 1,6°/, H 3,6°/, N 51°/, Au. 


Wir glauben annehmen zu diirfen, daB die Krystalle rein 
genug waren, um zu beweisen, daf die dem Goldsalz zugrunde 
liegende Base nicht die Formel C,H,N hat. Sicher ist jeden- 
falls bewiesen, daB die Base kein Cholin, Piperazin oder Penta- 
methylendiamin (Cadaverin) ist. Das Aussehen der Krystalle 
unter dem Mikroskop war deutlich anders. Die chemische 
Zusammensetzung sprach durchaus gegen Cholin (C,H, ,NOAuC],: 
3,16 °/, N; 44,5 °/, Au), gegen Piperazin (C,H,,N, Au,Cl,: 3,66 °/, N, 
51,46°/, Au) und auch gegen Cadaverin (C,H,,N,Au,Cl,: 
3,58 °/, N; 50,42°/, Au). Der Schmelzpunkt von 216—218° 
spricht gegen Piperazin (Chloroaurat bei 270° noch unverindert) 
sowie gegen Cholin (Chloroaurat: Zersetzungsp. 265°+)) und 
Cadaverin (Chloroaurat: Zersetzungsp. 186—188°) zudem ist 
das Chloroaurat des Cadaverins in Wasser leicht léslich. Auch 





) Der Schmelzpunkt wird verschieden angegeben: 243—270° s. 
Lohmann, Pfliigers Arch. Bd. 118, S. 215 (1907). Das von uns ans 
einer wiBrigen Liésung von salzsaurem Cholin durch Zugabe von Gold- 
chloridlésung erhaltene Produkt war analysenrein und schmolz bei 265°. 
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| an die Identitit mit Pyrazin’) C,H,N, ist wohl auf Grund der 


; Analyse kaum zu denken. (Schmelzpunkt des Pyrazin-Chloro- 
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aurats 202°). Eine Verbindung der Base mit Phenylisocyanat 
konnte bisher nicht isoliert werden. Isocyanatverbindungen 


- mit Piperazin und Cadaverin bilden sich dagegen leicht. 


Die obigen Analysenwerte wiirden am besten passen fiir 
die Formel C,H,,N,O,-2 HAuCl,, fiir die sich berechnet: 

7,33 /, C 2,46 °/, H 3,42 °/, N 48,2°/, Au 
Gef. 7,8 2,6 4,0 48,0 

Die gefundene Formel wiirde dafiir sprechen, da eventl. 
Ornithin oder ein Isomeres desselben vorliegt. Da das Chloro- 
aurat des Ornithins (C,H,,N,O,-2HAuCl,-H,O) bei 173—175° 
schmilzt, kommt die Identitét nicht in Frage. Auch der 
Schmelzpunkt der Lysinchloroaurate liegt wesentlich unter 
dem beobachteten Schmelzpunkt. — Hypothesen iiber die 
Natur der Verbindung aufzustellen, ist wohl verfriiht. 

Durch mehrere blinde Versuche wurde iibrigens festgestellt, 
daB die betreffende Base nicht etwa aus Verunreinigungen 
der Reagenzien stammt. 

Ob diese Base nun identisch ist mit dem _ ,Spermin“ 
Schreiners, lieB sich auf Grund der mangelhaften Charakteri- 
sierung durch Schreiner nicht genau feststellen. Ein wasser- 
lésliches Phosphat konnte vorliufig aus Mangel an Material 
nicht aus dem Goldsalz dargestellt werden. Ob es iiberhaupt 
gelingen wird, das Phosphat wieder zu gewinnen, ist zweifel- 
haft. Denn das ,,Sperminphosphat“, war sicher nicht rein, ent- 
hielt nach den Analysen von Ladenburg und Abel Calcium 
‘s. 0.) und bildete sich auch aus der aus dem Chloroaurate 
befreiten Base nicht wieder (Schreiner) Immerhin kann in 
dem Phosphat Schreiners eine organische Base vorhanden 
gewesen sein, deren Zusammensetzung der von uns analysierten 
gleich oder fbnlich sein mag. Es ist natiirlich daran zu 
denken, daB die wenigen Analysen Schreiners zu unrichtigen 
Deutungen AnlaB gegeben haben. 

DaB Schreiner seine Base aus normalen Tierorganen 


‘) Kikkoji und Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 20, S. 467 (1909). 
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isoliert hat, legt allerdings den Verdacht sehr nahe, daB das 
yspermin-“ aus einer Verunreinigung der verwandten Reagen- 
zien stammt. Auch die von ihm angegebene Ausbeute (5°), 
Sperminphosphat aus Trockensperma) muB Verdacht erregen, 
Aus 2g Trockensperma erhielten wir bei sehr sorgfaltiger Aut. 
arbeitung — allerdings nach unserer Methode, da die von 
Schreiner angegebene iiberhaupt nicht durchfiihrbar war — 
héchstens 20 mg des Goldsalzes. Das von Schreiner an- 
gewandte Sperma miifte eine andere (anormale) Zusammen- 
setzung gehabt haben, als das uns zur Verfiigung stehende. 
Das unsrige ergab, obwohl es von verschiedenen Stellen stammte, 
immer ungefihr die gleiche Ausbeute an Goldsalz. 

Die vorstehende Arbeit soll spiter weitergefiihrt werden, 
sobald geniigende Mengen des schwer beschaffbaren Ausgangs- 
materials gesammelt sind. Es besteht die Hoffnung, die Natur 
der Base dann aufkliren zu kénnen. 


Methodischer Teil. 


Das menschliche Sperma wird bald nach der Kjakulation 
in die dreifache Menge 96°/,igen Alkohols gegeben. Die al- 
koholische Fliissigkeit wird im Wasserbade zum Kochen ge- 
bracht, und solange kochender absoluter Alkohol zugesetzt, 
als noch eine deutliche Triibung entsteht. Dann wird etwa 
24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt und durch ein mit 
Kieselgur gedichtetes Filter abgesaugt. 

I. Das alkoholische Filtrat scheidet nach einigen Wochen 
eine kleine Menge weiber Krystalle ab, die sich durch Ab- 
schlemmen yon den mitausgefallenen amorphen Bestandteilen 
trennen lassen. Die Krystalle werden mit 60°/,igem Alkohol 
gewaschen und an der Luft kurze Zeit getrocknet, so daB eine 
wesentliche Verwitterung nicht stattfindet. Beim Erhitzen auf 
dem Platinblech firbt sich die geschmolzene Masse schwarz. 
Beim Gliihen dieser Masse hinterbleibt ein Riickstand, der 
sauer reagiert und mit Ammoniummolybdat eine deutliche 
Phosphorsiurereaktion ergibt: 


5,08 mg Substanz gaben 0,505 mg CO, und 2,75 mg H,0. 
8,158 mg al »  0,865mg CO, ,, 2,10 mg H,O. 
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2,882 mg Substanz gaben 0,211 ccm N bei 16% 763 mm. 


2,435 mg os » 23,5 mg Ammoniumphosphormolybdat. 
(Pregl.) 
Gef. 2,71, C 6,06 °/, H 8,68 °/, N 32,10 %/, P,O,. 
3,15 7,44 


Beim Trocknen iiber Phosphorpentoxyd bei 80° im Vakuum 
verliert die Substanz Wasser, aber auch Stickstoff (vielleicht 
in Form von Ammoniak). 


2,743 mg Substanz verlieren an Gewicht 0,963 mg. 


1,72 mg pe (getrocknet) gaben 25,4 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat (Pregl). 

1,956 mg me (getrocknet) ,, 0,100ccem N bei 16°, 753mm. 

Gef. 35,11°/, H,O 49,11 °/, P,O, 5,98 °/, N 


Die Krystalle schmelzen bei 100° zusammen, bei etwa 160° 
briunen sie sich ahnlich, wie es Schreiner fir sein ,,Spermin“- 
phosphat angibt. Wir méchten aber auf diese Zahlen keinen 
sroBen Wert legen. Uns ist es, wie oben erwahnt, wahrschein- 
lich, daB es sich um ein anorganisches Phosphat handelt, 
das durch geringe Mengen einer organischen Substanz verun- 
reinigt ist. Die Frage nach der Natur dieser Substanz kann 
erst nach Beschaffung gréBerer Mengen entschieden werden. 

II. Die durch Kochen mit Alkohol abgeschiedenen Massen 
werden zuniichst einige Stunden bei 100° getrocknet und dann 
pulverisiert. Zwei Gramm dieses Pulvers werden mit etwa 50 ccm 
Wasser verrieben und einige Stunden hingestellt. Darauf 
wird eben essigsauer gemacht, aufgekocht und abzentrifugiert. 
Die klare Flissigkeit wird abgegossen, mit Natronlauge gerade 
neutralisiert und mit einer 5°/, igen Lésung von basischem 
Bleiacetat versetzt, solange noch eine Fallung zu beobachten 
ist. Es wird wieder abzentrifugiert und mit einer ammoniaka- 
lischen Bleiacetatlésung versetzt, bis keine weitere Fiallung 
mehr entsteht. Dazu werden etwa 7—S8ccm_ gebraucht.?) 
Nach dem Abzentrifugieren und Filtrieren wird das Filtrat 
schwefelsauer gemacht, das ausgefallene Bleisulfat wird ab- 


1) Die ammoniakalische Bleiacetatlésung war so bereitet, daB 1 g 
basisches Bleiacetat mit 10 eem Wasser geschiittelt war; nach dem Fil- 
trieren wurde 1 cem Ammoniak (spez. Gew. 0,93) zugesetzt und wieder 
filtriert. 
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filtriert (Kieselgur). Zur volligen Entfernung des Bleis wird 
mit Schwefelwasserstoff behandelt, der durch einen Luftstrom 
entfernt wird. 

Nun wird mit einer konzentrierten waBrigen Phosphor- 
wolframsaurelésung versetzt, solange noch ein Niederschlag 
entsteht. Gebraucht werden etwa 15 g Phosphorwolframsiure 
(Kahlbaum). Die Fallung wird abfiltriert und mit schwefel- 
siurehaltigem Wasser gewaschen. 

Der Niederschlag wird nun mit etwa 20g gepulvertem 
Atzbaryt und 50ccm Wasser innig verrieben und 4—6 Stunden 
hingestellt. Ist die Fliissigkeit dann nicht mehr alkalisch, so 
muB noch etwas Atzbaryt zugesetzt werden. Es wird nun 
wieder abfiltriert, das Filtrat wird mit Kohlensaiure behandelt, 
das Bariumcarbonat wird entfernt. Dann wird schwach salz- 
sauer (Kongopapier) gemacht und auf etwa 3 ccm im Vakuum 
eingedampft. Mit verdiinnter Schwefelsiure wird ganz vor- 
sichtig vielleicht noch geléstes Barium ausgefallt. Nach dem 
Abfiltrieren wird mit einer 20°/, igen Goldchloridlésung versetzt. 

Wird zu der Lésung soviel Goldchlorid (etwa gleiches 
Volumen der 20°/,igen Liésung) gesetzt, so bildet sich ein 
dicker Niederschlag, der unter dem Mikroskop nicht sicher kry- 
stallinisch aussieht. Er wird isoliert und mit Wasser ge- 
waschen. 

1,641 mg Substanz gaben 0,80 mg Au. 

Gef. 48,75 °/, Au 

Diese Substanz schmilzt bei 216°, ist also offenbar 
identisch mit den gleich zu beschreibenden Krystallen. 

Zur Erzeugung von Krystallen wird nur soviel Goldchlorid 
zugesetzt, daB eben eine Triibung entsteht, von der abgesaugt 
wird. Beim weiteren Kindunsten im Vakuumexsiccator scheiden 
sich derbe, warzenférmige Gebilde ab, deren Riander bei 
mikroskopischer Betrachtung deutlich krystalline Struktur er- 
kennen lassen. Es wird von der Mutterlauge abgegossen, die 
Krystalle werden mehrfach mit Wasser gewaschen. Ausbeute 
etwa 12—15 mg Goldsalz. Da die Substanz einen einheit- 
lichen und reinen Eindruck macht, wird vom Umkrystallisieren 
vorerst abgesehen. 
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6,048 mg Substanz gaben 1,724 mg CO,, 1,409 mg H,0 u. 2,867mg Au. 


3,840 mg ‘ 5 1,828 mg Au. 
6,242 mg ” » 3,022 mg Au. 
7,91 mg a » 0,275 cem N (753 mm und 19°). 
Gef. 7,789, C 2,619, H 403%, N 47,40°/, Au 
47,60 
48.41 


Ber. fiir C,H;N-HAuCl, (,,Sperminchloroaurat“): 

6,26 °/, C 1,58 °/, H 3,65 %/, N 51,46 °/, Au 

Ber. fiir C;H,,N,O,-H,Au,Cl, (818,3): 

7,339/,C 2,469/,H 3,429,N 3,919,0 48,209, Au 34,67, Cl 

Die Substanz, die mehrfach aus Sperma verschiedener 
Herkunft erhalten war, briunt sich leicht bei etwa 205° und 
schmilzt scharf bei 216—218° unter Zersetzung. Bei dieser 
Zersetzung macht sich, abgesehen von Geruch nach Chlor, ein 
solcher nach Sperma geltend. — Die Krystalle lésen sich 
leicht in Alkohol, schwer dagegen in kaltem Wasser. In 
heigem Wasser lést die Substanz sich ohne Zersetzung. Wird 
zu dieser Lisung etwas Salzsiure und Goldchlorid zugesetzt, 
so krystallisiert sie in feinen Nadeln wieder aus. 

Aus der mit Schwefelwasserstoff vom Gold befreiten Base 
lieB sich mit Phenylisocyanat bisher kein Additionsprodukt 
gewinnen. 

Zum Vergleich wurde versucht, aus Piperazin die 
Phenylisocyanatverbindung darzustellen, was leicht gelang: 
U1 g Piperazin wird in 3 ccm Wasser gelést und mit 1 ccm 
10°/,iger Natronlauge und 0,28 g Phenylisocyanat einige 
Minuten kriftig geschiittelt. Die ausgefallene Masse wird mit 
10 com Alkohol ausgekocht, der Riickstand wird in 10—15 ccm 
kochendem Pyridin gelést. Beim Erkalten krystallisiert das 
Phenylisocyanat des Piperazins in feinen Krystallen aus. 

5,412 mg Substanz gaben 13,17 mg CO, und 3,214 mg H,O. 

4,283 mg ‘ » 0,612 cem N (775 mm und 16°). 

Ber. fiir C,,H,.N,O, (324,29) Phenylisocyanatpiperazin: 

66,63 °/, C 6,22 °/, H 17,28 °/, N 
Gef. 66,39 6,65 17,21 


Die Substanz schmilzt bei etwa 305—310° unter Subli- 


inleren, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXXI. 4 
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Auch das Goldsalz des Piperazins wurde durch Zusammen. 
fiigen einer waBrigen Piperazinlisung mit Salzsiure und Gold. 
chlorid dargestellt. Die schén ausgebildeten Krystalle gaben 
die richtigen Analysendaten fiir Gold. 

4,856 mg Substanz gaben 2,492 mg Au. 

Ber. fiir C,H,,.N,-H,Au,Cl, (766,3) Piperazinchloroaurat: 

51,46 °/, Au Gef. 51,32 °/, Au 

Bei etwa 200° zeigen die Krystalle Braunfarbung, bei 
250—260° Dunkelfirbung, bei 275° ist die Substanz noch 
nicht geschmolzen. Die Krystallstruktur ist bei dieser Tempe- 
ratur noch unveraindert (Mikroskop). 


Uber das ,,Sperminum-Poehl“. 


Wie oben erwihnt, ist A. Poehl der einzige Forscher, 
der die Angaben Schreiners iiber das ,,Spermin“ voll und 
ganz bestitigt hat. Es liegen eine Anzahl Arbeiten von ihm 
vor, die sowohl die chemischen als auch die physiologischen 
Eigenschaften des ,,Spermins“ behandeln.?) 

Die Arbeiten Poehls sind mehrfach Gegenstand von 
Angriffen gewesen. Ja, es wurde sogar eine Kommission vom 
Medizinalrat zu St. Petersburg, deren Mitglieder Beilstein, 
Trapp und Dianin waren, eingesetzt, die die ,Spermin“- 
priparate Poehls untersuchen sollte.2) Nach dem Urteile 
der Kommission ist in dem _ ,,Sperminum- Poehl“ keine 
»ochreinersche Base“ enthalten. Trotzdem ist das Priparat 
weiter mit groBer Reklame in den Handel gebracht und auch 
zu therapeutischen Zwecken benutzt worden. 

Poehl gibt an’), daB er sein Spermin aus den Testikeln 
von Fiillen und Hengsten darstelle (er gewann es aber auch 
aus der Prostata, den Ovarien, dem Pankreas, der Thyreoidea 
und der Milz von Rindern, sowie aus _ ,gutartigem“ Liter). 
Besonderen Wert legt er bei der Darstellung auf griindliche 
Entfernung der Eiweifstoffe und auf strenge Asepsis und 





1) Zusammenfassende Darstellung s. das Buch von A. Poehl, ,,Die 
Physiolog. Chem. Grundlagen der Spermintheorie usw.‘‘, St. Peters- 
burg (1898). 

*) Chem, Zbl. 1891, Bd. 1, 8S, 444. 
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Antisepsis. Leider sagt er nicht, wie er die EnteiweiBung 
und Antisepsis durchgefiihrt hat: Wir konnten jedenfalls fest- 
stellen, daB bei allen seinen uns zur Verfiigung stehenden 
Priparaten’) eine positive Biuret-Ninhydrin- und Millon- 
reaktion zu beobachten war. Die Anwesenheit von eiweiB- 
artigen Stoffen wurde auch schon friiher mehrfach festgestellt, 
u. a. von den Mitgliedern der oben erwihnten Kommission. 

Die Analyse des Chloroplatinats (von dem aber Poehl 
nicht sagt, ob er es aus seinen Handelspraparaten dargestellt 
hat) fihrt ihn zu der Formel C,H,,N,-H,PtCl,, also zu einer 
anderen Formel als der, die Schreiner fiir sein Spermin 
angenommen hat. Diese Formel, sowie die Angabe, daB die 
freie Base stark nach frischem Sperma rieche, berechtigt wohl 
zu der Annahme, da8 Poehl Pentamethylendiamin (Cadaverin) 
in den Handen gehabt hat. Dies kann durch Bakterien- 
wirkung aus Eiweibstoffen gebildet worden sein. Vermutlich 
ist ihm die Durchfiihrung der Asepsis ebensowenig gelungen 
wie die Entfernung der EiweiBstoffe. 

Aus den Ampullen-, ebenso aus dem KEssenzspermin 
lieB sich allerdings auch bei sorgfaltigster Aufarbeitung keine 
Spur von Cadaverin gewinnen, auch nicht mit der auBerst 
empfindlichen Methode mit Phenylisocyanat.”) Ebensowenig 
lieB sich aber eine Verbindung von der Eigenschaft der 
Schreinerschen Base oder von der in der vorstehenden 
Arbeit erwihnten Base nachweisen, die von uns in geringer 
Menge aus menschlichem Sperma isoliert wurde. Nur eiweib- 
artige Verbindungen und anorganische Salze wurden gefunden. 

Als Charakteristikum des Schreinerschen Spermins gilt 
seine Kigenschaft, mit Phosphorsiure eine fast unldésliche Ver- 





1) Uns wurde vom Direktor des Greifswalder Pharmakolog. Instituts 
eine Anzahl Originalampullen und einige Flaschen ,,Essentia Spermini 
Poehl zur Verfiigung gestellt, wofiir auch an dieser Stelle bestens ge- 
dankt wird; die Priiparate machten einen durchaus unzersetzten Eindruck. 
Die Ampullen sollen nach Poehls Angaben eine sterilisierte 2°/,-Lésung 
des salzsauren Salzes enthalten, die ,,Essentia“ soll eine 4°/,ige alko- 
holische Lésung von Sperminchlorid-Chlornatrium darstellen. 

*) Wrede u. Banik s. voranstehende Arbeit. 
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bindung einzugehen. Poehl| stellte aus dem Ampullen-,,Spermin“ 
ein Phosphat dar, dessen Krystallformen er in zahlreichen 
Photogrammen in seinem Werk wiedergibt. Auch uns gelang 
es, diese Krystalle zu gewinnen. Das Ergebnis ihrer Unter. 
suchung ist so interessant, daB durch dasselbe wohl die vor- 
liegende Mitteilung ihre Berechtigung finden diirfte. 


Die Krystalle wurden genau nach der Poehlschen Vor- 
schrift gewonnen’): 1 ccm Poehlsches Ampullenspermin wird 
mit 4 Tropfen Phosphorsiure (1 Teil vom spez. Gew. 1,13 zu 
9 Teilen Wasser) angesdiuert und bis zur amphoteren Reaktion 
mit etwa 4 Tropfen einer Natronlauge (1:70) versetzt. Aut 
Zusatz von 3 ccm 95°/,igen Alkohol erfolgt innerhalb weniger 
Minuten die Bildung der Krystalle, deren Aussehen denen in 
den Photogrammen Poehls durchaus gleich war. Leider fiihrt 
Poehl weder ein charakteristisches Merkmal noch eine Ana- 
lyse von ihnen an, so daB ein ganz sicherer Vergleich kaum 
méglich ist. Es wurde festgestellt, daB die Krystalle recht 
leicht in Wasser loéslich sind, wodurch ihre Identitat mit dem 
Sperminphosphat Schreiners von vorne herein ausgeschlossen 
wird. Sie verwittern an der Luft duBerst leicht, was auch 
Poehl erwaihnt. Von einer Krystallwasser- (oder Krystall- 
alkohol)-Bestimmung wurde deshalb abgesehen, weil die Kry- 
stalle nur sehr schwer auf Gewichtskonstanz zu bringen sind. 
Die Analyse der im Vakuumexsiccator getrockneten Substanz 
ergab folgendes: 

4,343 mg Substanz gaben 0 mg CO, und 0,408 mg H,O. 

1,959 mg - » Occem N. 

1,929 mg " » 28,5 mg Ammoniumphosphormolybdat 


(nach Pregl). 
Gef. 49,14 °/, P,O,. 


Das Salz ist also rein anorganisch. Offenbar liegt ein 
Natriumphosphat vor, das durch Alkohol ausgefallt war. Das- 
selbe Salz laBt sich auch erhalten, wenn an Stelle von 
Ampullenspermin reines Wasser mit der entsprechenden 


*) A. Poehl, Die Physiolog. Chem. Grundlagen der Spermintheorie, 
St. Petersburg, 8. 11 (1898). 
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Menge Phosphorsiure, Natronlauge und Alkohol versetzt wird. 
Diese Krystalle zeigen nach dem Trocknen: 

2,51 mg Substanz gaben 37,3 mg Ammoniumphosphormoly bdat (Preg}). 

Gef. 49,43 °/, P.O, 

Damit ist auch dieser Punkt der Poehlschen Arbeit geklart. 

Die auf S. 46 erwahnten Krystalle, die aus dem Alkohol 
der zum Fallen des Spermas benutzt war, auskrystallisierten, 
zeigten ein ganz &bnliches Aussehen. Sie enthalten zwar 
geringe Mengen Kohlenstoff und daneben Stickstoff. Der 
Stickstoffgehalt geht iibrigens beim Trocknen im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei 80° stark zuriick. Die getrocknete Ver- 
bindung enthalt 49,11 °/, P,O,. Vielleicht handelt es sich um 
das oben beschriebene anorganische Phosphat, das noch durch 
eine stickstoffhaltige organische Verbindung verunreinigt ist. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Uberlassung von Chemikalien und Apparaten, die 
zur Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. Ebenso sind wir 
fiir Mittel der Rockefeller Foundation dankbar. 





erate eee 
Pisa) mod rte 
pe RSM: 








Fett- und Eiweifausnutzung nach umfangreicher 
Diinndarmresektion. 
Von 
@. Schumm und A. Papendieck. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf. | 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1923.) 


Im Jahre 1921 wurde auf der ersten chirurgischen Klinik 
des Eppendorfer Krankenhauses (Geheimrat Prof. Dr H. Kim- 
mell) ein 41! jihriger Mann operiert, der unter Erscheinungen 


von Ileus erkrankt war. Bei der Operation fand sich (an- — 


scheinend als Folge von Verschlu8 der Hauptarterie des 
Darmes) ein so ausgedehntes Darmgangrin, daB ein 370 cm 
langes Stiick des Diinndarmes entfernt werden muBte. Nach 
der von Herrn Privatdozenten Dr. Briitt ausgefiihrten Operation 
erholte sich der Kranke sehr schnell und hat sich seitdem 
dauernd gesund gefihlt.?) 

Bei einem im Juli 1921 ausgefiihrten Stoffwechselversuche 
stellten wir eine auBerordentlich schlechte Fettausnutzung fest. 
Die in dickbreiiger Beschaffenheit ausgeschiedenen groBen 
Mengen Kot wogen tiglich rund 1 kg(!). Vom gesamten 
Nahrungsfett wurde nur ein geringfiigiger Anteil assimiliert. 

Da der Zustand des Kranken uns irztlicherseits als recht 
befriedigend geschildert wurde, trotzdem die Fiazes dauernd 
sehr fettreich erschienen, so entschlossen wir uns, nochmals 
die Fettausnutzung und daneben auch die EiweiBausnutzung 
zu priifen. 





) Eine ausfiihrliche klinische Mitteilung iiber den Fall beabsichtigt 
Herr Dr. Briitt zu veréffentlichen. 
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In Riicksicht auf die fuBeren Verhiltnisse des Kranken 
jieB sich leider nur ein kurzer Ausnutzungsversuch durch- 
fiihren. — 

Als Nahrung nahm O. taglich: 

100 g Hackfleisch (Rohgewicht), 

530 g Kartoffelbrei, fettfrei zubereitet, 
300 g Gemiise, fettfrei zubereitet, 

100 g Apfelmus, 

500 g WeiBbrot, 

100 g Wein, ferner Kaffee. 

AuBerdem hatte er an den ersten 2 Tagen je 150g Butter 
verzehrt. Da schon die aiuBere Beschaffenheit der ersten Kot- 
menge auf eine recht mangelhafte Fettausnutzung hinwies, 
setzten wir die tiigliche Fettzufuhr um 50 g herab. 

Nach unseren Analysen der Kostproben betrug die tiig- 
liche Aufnahme von Stickstoff 11,13 g, von Fett 94 g. 

Bei dieser Kost wurden in einer 3 tagigen Periode bei 
fortdauerndem subjektiven Wohlbefinden angenihert gleiche 
Stuhlmengen (783, 722, 809 g) von gleicher duferer Beschaffen- 
heit (dickbreiig, sehr hell) entleert. Von jeder Tagesmenge 
wurde nach genauer Wagung und sorgfaltiger Durchmischung 
/, abgenommen, diese Teilmengen gemischt und auf den 
Gehalt an Fett gepriift. Der so ermittelte Durchschnittsfett- 
gehalt betrug 9,65 °/,. Der Stickstoffgehalt wurde in Durch- 
schnittsproben jeder Tagesmenge Kot gesondert bestimmt. Er 
betrug an den 3 Tagen 1,07, 0,93, 0,98°/,. Demnach wurde 
entleert: 








; Kotfett im Kotfett im 
Kotmenge Kotstickstoff Mittel ganzen 
: . "lo | = | lo _s 
1. Tag 783 1,07 | 8,38 — 
2 722 0,93 6,72 9,65 223,3 
—_— 809 0,98 7,93 ~ 














Den aufgenommenen 282g Nahrungsfett (bei 300 g Butter) 


steht ein Verlust im Kot von 223,3g¢ gegeniiber: 


Bei der analytischen Aufarbeitung des rohen Kotfettes 
fanden wir, da in 9,65 g Gesamtfett 2,3 g Neutralfett, 6,1 ¢ 
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freie Fettsauren und 0,66 g Fettsiuren aus Seifen vorhandey 
waren, demnach: 


Neutralfett. . . . . 24 %, 
Freie Fettsiuren . 63,6 °/,, 
Fettsiiuren aus Seiten. 6,9 %,. 

Leider war der dem ersten dieser 3 Tage zugehérige Harn 
nicht aufgefangen worden, so daB wir nur fiir 2 Tage diese; 
Periode und den darauffolgenden die Stickstoffausscheidung 
durch den Harn feststellen konnten. 





; Seca SSS SNE — a — 


Harnmenge Stickstoffgehalt in 

in ccm ‘i. g 

2. Versuchstag 1175 0,62 7,29 
3. , 1010 0,62 6,26 
folgender Tag 1040 0,62 6,45 








Fiir die 2 Versuchstage, an denen alle Werte festgestelit 
werden konnten, ergibt sich folgende Aufrechnung: 



































Einfuhr Ausfuhr 
7 | Harn Kot 
Stickstoft Fett | siichdeedl a cienethitsietigdea tas 
| Stickstoff | Stickstoff | Gesamtfett 
7 ; a on ae er a De ee 
2. Tag 11,134) 94 | 7,29 6,7 69,67 
co 11,13 94 | 6,26 7,9 78,07 
zusammen | 22,26 188 13,55 | 14,6 | 147,74 


Der Kot enthalt rund */, der mit der Nahrung 
aufgenommenen Stickstoffmenge und */, vom Nahrungsfett! 


Es ist selbstverstiindlich, daB man bei einem so kurz- 
fristigen Versuch die Ausniitzungsverhiltnisse nur ganz an- 
| genaihert schitzen kann. ‘Trotz dieses Vorbehalts diirfen die 
Verluste an Stickstoff und Fett als auBerordentlich groB be- 
zeichnet werden. Ubrigens waren wir durch die Beobachtungen 
bei der mikroskopisch-chemischen Untersuchung der Fiizes aut 
ein solches Ergebnis der chemischen Analyse vorbereitet. 





1) Dieselbe Menge N wurde auch an den vorhergehenden Tagen 
aufgenommen! 
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Stickstoffverteilung in den Fazes. 


Zur Untersuchung der Stickstoffverteilung benutzten wir 
einen groBeren Teil des frischen Kots vom 3. Tag obiger Ver- 
suchsperiode. Unter Verzicht auf eine genauere qualitative 
Priifung bestimmten wir a) den acetonléslichen und b) den in 
Aceton nicht gelésten Stickstoffgehalt. Durch diese Behand- 
lung mit viel Aceton wurde der acetonunlésliche Teil des 
Kotes als eine Masse gewonnen, aus der sich ein ziemlich gut 
iltrierbarer Wasserauszug erhalten lieB. In dieser Fraktion b) 
bestimmten wir den Gehalt an in kochendem (mit Essigsiure 
angesduertem) Wasser léslichen und unléslichen (koagulablen) 
Stickstoff, an Ammoniakstickstoff, durch Schwefelsiure und 
Phosphorwolframsiure sowie durch Zinksulfatsaittigung in 
schwefelsaurer Liésung fallbaren Stickstoff (,,Albumosenstick- 
stoff**). 

Die Kotmenge dieses Tages betrug 809g, sie enthielt 7,9 g 
Stickstoff. 

In 100g Kot waren enthalten: 


0,98 g Gesamtstickstoff, 

0,315 g acetonléslicher Stickstoff, 

0,665 g von Aceton nicht geléster Stickstoff; davon waren: 

0,427 g wasserunlislicher (koagulabler) Stickstoff, 

0,238 g wasserléslicher (nicht koagulabler) Stickstoff; davon waren: 
0,014 g Ammoniakstickstoff, 

0,145 g durch Phosphorwolframsiaure fiillbar, 

0,105 g Albumosenstickstoff. 


Vom Gesamtstickstoffgehalt sind demnach rund ?/, in 
acetonunléslicher Form gefunden worden. Davon entfallen auf: 


koagulablen Stickstoff. . . . . . 64 %, 
nicht koagulablen Stickstoff. . . . 36 °%,, 
»Ammoniakstickstoff . . . . . . 59%, 
,P.-W.-S.-faillbaren“ Stickstoff . . . 61 %, 
,Albumosenstickstoff‘. . . . . . 44,1). 


Allein aus dem nicht koagulablen Anteil des wasserlés- 
lichen N (0,238 g) berechnet sich fiir diesen Versuchstag ein 
Gesamtverlust von 1,9 g Stickstoff = rund 12 g EiweiB. Dazu 
kommt noch fast die doppelte Menge koagulablen HiweiBes 
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und endlich die qualitativ nicht niher untersuchte Menge yon 
Stickstoffverbindungen im acetonlislichen Anteil des Kots. — 

Eine in Aussicht genommene genauere qualitative 
Untersuchung der vorhandenen EiweiBabbauprodukte an weiteren 
frischen Kotmengen konnten wir leider nicht ausfiihren, da 
der Kranke durch seine Verhiltnisse gendtigt wurde, den 
Krankenhausaufenthalt abzubrechen. 

Nach Darmresektion?) sind schon in friiherer Zeit wieder- 
holt Ausnutzungsversuche ausgefiihrt worden. Dabei haben 
sich in der Verwertung der einzelnen Nahrungsbestandteile 
groBe Unterschiede gezeigt. Am wenigsten wird offenbar die 
Ausnutzung der Kohlenhydrate beeintrichtigt, die z. B. in den 
Versuchen von Zusch?) sogar zu rund 99 °/, resorbiert wurden. 
Die Ausnutzung von Fett erwies sich in den genauer unter. 
suchten Fallen als betriichtlich verschlechtert, kann iibrigens, 
wie der Fall von Schlatter*) zeigt, von Tag zu Tag be. 
deutende Schwankungen aufweisen. Beziiglich der Eiweil- 
ausnutzung ergaben sich in den einzelnen Fiillen betrichtliche 
Unterschiede. In einem von A. Albu‘) genau untersuchten 
Falle Lexers (41 jahriger Landarbeiter, dem ein Darmstiick 
von nahezu 2 m entfernt worden war) wurden Kiweif8 und Fett 
zu rund 90°/, ausgenutzt, wihrend Zusch in einem Falle von 
Prof. Bark einen Verlust von 13,7—21,3 °/, Stickstoft und 
von 18—388,5°/, Fett im Kot feststellte. 

Auf eine weitere Besprechung der zugehérigen Literatur’) 
glauben wir verzichten zu kénnen, da Herr Dr. Briitt die 
Absicht hat, eine ausfiihrliche klinische Mitteilung iiber diesen 





) Vgl. Rost, Pathologische Physiologie des Chirurgen S. 324 
(1920). 

”) Zusch, Stoffwechsel nach ausgedehnter Diinndarmresektion. 
Deutsche med. Wochenschr. 8. 739 (1909). 

§) Vgl. nach A. Albu, Uber die Grenzen der Zulissigkeit aus- 
gedehnter Darmresektionen. Berl. klin. Wochenschr. Nr. 50,8. 1248 (1901). 

*) A. Albu, aa. O. 

5) Vgl. dieserhalb z. B. B. Stassotf, Experimentelle Untersuchungen 
iiber die kompensatorischen Vorgiinge bei Darmresektionen. Beitriige 
zur klin. Chirurgie Bd. 89, S. 527 (1914); ferner Rost, Pathologische 
Physiologie des Chirurgen, 8. 324 (1920). 
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' Fall zu veréffentlichen. Wir erwahnen nur noch die Unter- 
' suchungen von Flater und Schweriner?) an einer 34 jahrigen 
j Frau, der ein 5 m langes Darmstiick entfernt worden war. In 
diesem Falle bestand eine sehr hochgradige Stérung der Feit- 
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‘resorption. Von 174,3 g Fett, die innerhalb dreier Tage auf- 


genommen wurden, erschienen im Kot 123,5 g = 71 a 


Vom Gesamtfett waren: 25,9°/, = Neutralfett, 
56,2 °/, = Fettsiuren, 
- = ‘ 18,1 °/, = Seifen. 


Das Verhiltnis von Neutralfett zu gespaltenem Fett war 


, * ” 


bier also ungefiihr dasselbe wie in unserem Falle. 


!) Flater u. Schweriner, Uber die Prognose ausgedehnter Diinn- 


| darmresektionen, Berl. klin. Wochenschr. Nr. 32, 8. 749 (1920). 
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Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 
fil. Mitteilung.}} 


Untersuchung der Eier mit minimetrischen Methoden. 


Von 


H. Steudel und S. Osato. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1923.) 


Die modernen minimetrischen Methoden haben sich bei 
der Untersuchung des Blutes ausgezeichnet bewdhrt: mit 
kleinsten Mengen Blut lassen sich eine ganze Reihe physio- 
logisch wichtiger Kérper quantitativ bestimmen und es lag 
nahe mit diesen Methoden?) einmal zu versuchen, ob sie sich 
auch zur Analyse der Heringseier eignen wiirden. Wenn das 
der Fall ist, so hat man ganz allgemein eine Reihe von Me- 
thoden in der Hand, mit denen man 4hnlich kleine Objekte 
untersuchen kann. Wir haben also die Methode zur Bestin- 
mung des Gesamtstickstoffs, des Ammoniaks, der Harnsiiure, 
des Harnstoffs, des Kreatinins und des Traubenzuckers auf die 
Kier iibertragen und damit folgende Resultate erhalten: 

Bestimmung des Gesamtstickstoffs: Je zehn frische 
reife Hier wurden mit der Pinzette ausgesucht, oberflachlich 
abgespiilt und nach Kjeldahl verascht. Beim colorimetrischen 
Vergleich (Dubosqcolorimeter) wurden gefunden: 





1) I. Mitteil., Diese Zs. Bd. 127, S. 210 (1923); IL. Mitteil., Diese 
Zs. Bd. 127, S. 220 (1923). 

*) Die hier benutzten Methoden finden sich eingehend beschrieben 
in: Minimetrische Methoden der Blutuntersuchung. Zusammengestellt 
von J. Mandel u. H. Steudel, Leipzig und Berlin. Ver. wiss. Ver'. 
(Zweite Auflage in Vorbereitung.) 
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Vergleichslésung: Versuchslisung : Mittel: 
3 20 20 — 
2. 20 18,7 19,4 


100 cem Vergleichslésung enthalten 0,3 mg N. Die Ver- 


' suchslésung war auf 50 ccm eoufgefillt worden. Auf 100 Eier 
| bezogen sind gefunden: 


20 50 


ree -0,3-10 = 1,546 mg N. 


Fiir die folgenden Bestimmungen wurde von den iiblichen 


' Vorschriften fiir die Untersuchung des Blutes insofern ab- 
_ gewichen, als die EnteiweiSung nicht mit wolframsaurem Natron 
' vorgenommen wurde, sondern es wurden z. B, 200 sorgfaltig 
-ausgesuchte Kier in einem Morser zerrieben, dann mit destil- 
liertem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt, nach etwa 20 Minuten 
' langem Stehen abfiltriert und das Filtrat untersucht, Die ge- 
| ringen, dabei in Lésung gegangenen KiweiBmengen kénnen ohne 
| weiteres vernachlissigt werden. 


Ammoniak- und Harnstoffbestimmungen: 


Je 20 ccm Filtrat ergeben bei der Ammoniakbestimmung: 


Vergleichslésung: Versuchslisung: Mittel: 
i. 4) 62 60 
2. 5 58 — 


100 ccm Vergleichslésung enthalten 0,3 mg N. 20 ccm 
Filtrat (entsprechend 40 Kiern) wurden auf 25 aufgefiillt. Auf 
100 Kier bezogen ergibt sich 

5 25 


60 = 100 


100 ~ 
* 0,3 5 40 = 0,0156 mg N, 








Kin Kontrollversuch mit destilliertem Wasser ergab einen 
Ammoniakgehalt von 0,005357 mg N, so daB als wirklicher 
Ammoniakwert 0,0156—0,005357 = 0,010243 mg N bleiben. 

Harnstoff-N: Je 10 ccm Filtrat ergeben: 


Vergleichslésung: Versuchslésung: Mittel: 
l. 10 33 31 
2 10 29 —_ 


100 ccm Vergleichslésung enthalten 03 mg N. 10 ccm 
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Filtrat (entsprechend 20 Kiern) wurden auf 25 ccm aufgefiillt, 
Dann sind auf 100 Kier bezogen: 
10 25 


ar ay 10,3 - > = 0,121 mg N. 


20 

Der wirkliche Harnstoffgehalt ist demnach nach Abzug des 
Ammoniakgehaltes des Wassers 0,121—0,0156 = 0,1054 mg XX, 

Kreatininbestimmung: Die Bestimmung des Kreatinins 
ergab so niedrige Werte, da8 wir zum Vergleich eine Be. 
stimmung mit destilliertem Wasser ausgefiihrt haben, die fir 
unsere Lésungen auch einen geringen ,,Kreatiningehalt“ ap. 
zeigte. Wir haben dann diesen Wert von dem von uns bei 
den Kiern gefundenen abgezogen, um einen ungefihren Anhalt 
von der Gréfe des Kreatininwertes zu bekommen. 


Vergleichslésung: Versuchslésung: 
20 35 
32 ccm Vergleichslésung enthalten 0.03 mg Kreatinin, 
16 ccm Versuchslésung enthalten 10 ccm Filtrat (entsprechend 
20 Eiern). 
Auf 100 Kier bezogen ist: 
20 16 
385 382, 


0,03 » 5” = 0,04286 mg Kreatinin. 


Der Kontrollversuch mit destilliertem Wasser ergab: 


Vergleichslésung: Versuchslésung: 
20 38 
Wie oben berechnet: 


20 16 100 in 
eh ae - 0,03 « = 0,03947 mg ,,Kreatinin“. 


Der wirkliche Kreatiningehalt ist also: 0,04286—0,0394i 
= 0,00239 mg. 


Reduzierende Substanz: 


Vergleichslésung: Versuchslésung: Mittel: 
i. 3 73 —_ 
2. 3 76 75 


Vergleichslésung und Versuchsliésung waren beide au! 
d ccm aufgefillt, die Vergleichslésung enthielt 0,2 mg Glu- 
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cose, die Versuchslésung enthielt 2 ccm Filtrat (entsprechend 
' 4Kiern). Auf 100 Eier bezogen ergibt sich: 


a5 '0,2-—- = 0,2 mg Glucose. 


Harnsiurebestimmung: 10 ccm Filtrat ergeben, mit 
2ccm Silberlaktatlésung versetzt nur eine Spur eines Nieder- 


schlages, dessen weitere Verarbeitung nicht méglich war. 


Stellt man sich die Resultate zusammen, so erhilt man 
folgende Ubersicht: 


In 100 Eiern betrigt der Gesamt-N  . 1,546 mg N, 
der Ammoniak-N . . .. . . . . 0,0054 mg N, 
der Harnstoff-N ..... . . . 0,1054 mg N, 
das Kreatinin . . . . . . 0,0024 mg, 


die reduzierende Substanz entspricht . 0,2 mg Glucose. 

Die Zahlen sind an und fiir sich auBerordentlich niedrig 
und wir sind nicht vollkommen davon iiberzeugt, daB die colo- 
rimetrisch gefundenen Werte nun den wahren Gehalt der Kier 
an den angegebenen Substanzen anzeigen, dafiir miBten wohl 
Untersuchungen in ganz anderem Umfange angestellt werden. 
Immerhin geben sie eine gewisse Orientierung iiber die Mengen- 
verhiltnisse der untersuchten Substanzen. Vom Gesamtstick- 
stoff kann man iibrigens auf andere Weise die Richtigkeit des 
gefundenen Wertes nachpriifen. Man kann an gréSeren Mengen 
von Kiern Stickstoffbestimmungen nach dem iiblichen Kjeldahl- 
verfahren machen und sie mit unseren Werten vergleichen. 
Solche Bestimmungen sind im hiesigen Laboratorium von Herrn 
Takahashi ausgefiihrt. Die von ihm uns freundlichst zur 
Verfiigung gestellten Zahlen sind folgende: 

Bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, enthalten frische 
reife Heringseier an Stickstoff: 

0,1286 g¢ sattigen 12,3 cem Siure = 13,40°/), N \ 

0,1277 g 11,9 cem , 213,06 ,, f 

Ferner enthalten frische Heringseier 71,71°/, H,O: 

0,2835 g verlieren, bei 110 getrocknet, 0,1690 g = 71,94°/, H,O, 


Mittel: 13,23°/,. 


0,1645g¢ ,, , 110 a 01178 g= 71,66 ,, , 
0,2189¢  ,, 110 . 0,1565¢g= 71,54 ,, 


Da ein frisches Heringsei rund 0,4 mg wiegt, so ergibt 
sich aus der Mikrobestimmung ein Wert von rund 13,59°/, N 
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fir die Trockensubstanz, der mit dem oben angegebeney 
Werte 13,23°/, ganz gut iibereinstimmt. 

Noch in einer anderen Beziehung sind die von uns «. 
fundenen Werte interessant: die Zahlen fiir die reduzierende, 
Substanzen sind duBerst niedrig. Fiir das Vorkommen yo) 
hoheren Kohlenhydraten, etwa Glykogen, in den Hiern liegen 
bisher gar keine Anhaltspunkte) vor, ebensowenig wie etwa 
in den Eiern anderer Tiere gréBere Vorraite von Kohlenhydraten 
aufgefunden sind. Die Gesamtmenge der reduzierenden Su). 
stanz im Hiihnerei betragt z. B., aus den Literaturangabey 
berechnet, 0,069—0,15 g (auf Glucose berechnet). Es scheint 
also ganz allgemein der tierische Embryo nur sehr geringe 
Mengen von Kohlenhydraten mitzubekommen und zu seiner 
Entwicklung zu gebrauchen. Das wire ein fundamentaler 
Unterschied gegeniiber den Verhiltnissen beim pflanzlichen 
Embryo; bei diesem bilden ja die Kohlenhydratvorrite einen 
Hauptbestandteil seines Nahrungsvorrates. Es wire also der 
Stoffwechsel des tierischen Embryos gréBtenteils ein Umsatz 
von Hiwei8 und Fett, wahrend der pflanzliche Embryo daneben 
noch einen bedeutenden Kohlenhydratstoffwechsel hat. Ob das 
darin begriindet ist, daB der pflanzliche Embryo gezwungen 
ist sofort ein groBes Cellulosegeriist aufzubauen, was ja der 
tierische Embryo nicht braucht, lassen wir ganz dahingestellt. 


1) Von den Histologen wird gelegentlich das Vorkommen von Gly- 
kogen im Ei auf Grund von Fiarbemethoden behcauptet. Meist dienen 
als Beweis die Bilder, die die Carminmethode von Best liefert. Solcle 
Bilder, z. B. von Goldmann’) verdffentlicht, kénnen uns aber niclit 
recht iiberzeugen. Wire alles Rotgefirbte Glykogen, so miiBte es sich 
auch chemisch nachweisen lassen. Die bisherigen chemischen Unter- 


suchungen auf Glykogen haben aber keinen groBen Erfolg zu verzeichnen. 
*) Goldmann, Neue Untersuchungen usw. Tiibingen, Laupp. 1912. 
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Notiz zur Milchsiuregar ung der Glucose durch Peptone 
Von 


Emil Baur. 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1923.) 


In einer Arbeit des letzten Heftes dieser Zeitschrift 
(Bd. 28, S. 257 [1923]) tiber ,,Milchsiuregirung der Glucose 
durch Peptone“ stellen Chr. Barthel und H. von Euler fest, 
daB entgegen dem Befund in der gleichnamigen Arbeit von 
G. Schlatter (Biochem. Zs. Bd. 131, S. 362 [1922}) als Ursache 
der Girung bakterielle Milchsiiurebildner nachzuweisen sind. 
Die Autoren fordern mich und meine Mitarbeiter auf, unsere 
einschligigen Versuche daraufhin nachzupriifen. Wir haben 
dies schon getan, und wir miissen leider bekennen, daB wir 
m demselben Ergebnis wie die Stockholmer Forscher ge- 
kommen sind. Auch wir haben Saurebildner gefunden, denen 
offenbar der beobachtete Gireffekt ohne Rest zuzuschreiben 
ist. Nachdem aber inzwischen von anderer Seite ganz ihn- 
liche Girungsvorginge beschrieben worden sind, wie die von 


uns vermeldeten, miissen wir die kritische Arbeit noch weiter 


ausdehnen und kénnen eine Publikation erst fiir spiter in Aus- 
sicht stellen. 


Zirich, am 27. Juni 1923. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. i) 
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Phthalsfureanhydrid als Spaltmittel von Eiweiikérpern, 
Von 


Perey Brigl und Ernst Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Juli 1923.) 


So oft man EiweiBi der EKinwirkung spaltender Reagenzien 
unterworfen hat, und so vielfach man dabei die Bedingungen 
variiert hat, in eimem Punkte herrscht mit wenigen Aus- 
nahmen Ubereinstimmung, man hat mit wiBrigen Lésungen 
gearbeitet. Héchstens als Liésungsmittel hat man gelegentlich 
organische Mittel zugesetzt, etwa Eisessig bei der Himin- 
darstellung aus Hamoglobin oder bei;manchen partiellen Spal- 
tungen, wie sie von Skraup?) durchgefiihrt worden sind. Daneben 
hat, woran Troensegaard?) erinnert, auch die Technik hier 
und da organische Lésungsmittel verwandt. Nun lieB sich 
aber sehr wohl denken, daf man“ mit rein organischen Mitteln, 
unter modglichstem AusschluB von Wasser, eine abweichende, 
vielleicht schonendere Spaltung von EiweiB erzielen kénnte. In 
erster Linie war zu versuchen, wie sich KiweiBkérper orga- 
nischen Saéuren gegeniiber verhalten wiirden. 

Von diesem Gesichtspunkt aus wurde nach Siuren ge- 
sucht, die EiweiB zu lésen vermochten. Als solche erwiesen 
sich bei héherer Temperatur als geeignet: Ameisensiure, T'ri- 
chloressigsiure und Phthalsiure. Naher untersucht wurde zu- 
nachst die zuletzt genannte Siure, weil Phthalsiureverbindungen 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 30, S. 289 (1909). 
2) Diese Zs. Bd. 127, 8. 142 (1928). 
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‘ yon Aminosiuren schon bekannt waren, die sich als recht 
' stabile und — teilweise wenigstens — auch priichtig krystalli- 
: sierende Verbindungen erwiesen haben. Zuerst erhalten hat 
_ solche Phthalylaminosiuren Drechsel!) durch Zusammen- 
schmelzen der betreffenden Aminosiure mit Phthalsiureanhy- 
 drid bis zum Aufhéren der Entwicklung von Wasserdampf: 


CO 


CO 
CHS 0 + H,N-CHR-CO,H = CH »N-CHR-CO,H + H,0, 
SCO CO 
Die Umsetzungen der Siuren — sie sind recht starke 


Carbonsiuren —, ihre Salze und Ester haben dann Schiiler 


yon Drechsel, Curtius*) und andere*) weiter untersucht. 


Zu den Estern kam man dann wenig spiiter noch nach einem 
anderen Verfahren‘), durch Anwendung der Phthalimidmethode von 
Gabriel auf die Ester von Halogenfettsiiuren. Dies zweite Verfahren 


ist ja dann hiiufiger angewendet worden®) zur Darstellung von kompli- 


zierteren Aminosiiuren. Dadurch haben die Phthalylaminoester als 
Zwischenglieder der Synthese eine gewisse Bedeutung erlangt; die freien 


 Sfiuren selber hat E. Fischer®) in einem Fall benutzt beim Studium 


der Waldenschen Umkehrung, sonst hat man die Phthalylaminosiiuren 
wenig beachtet — es gibt kaum ein Spezialwerk der Biochemie, das sie 
als Derivate der Aminosiiuren auch nur erwiihnt —, obgleich ihre scharfen, 
weit auseinander liegenden Schmelzpunkte und die teilweise gute Krystalli- 
sutionsfahigkeit sie im Verein mit ihrer bequemen Darstellung aus den 
Aminosiiuren zu recht charakteristischen Derivaten der Aminosiiuren 
macht. Es ist beabsichtigt, diese Kérper noch weiter zu untersuchen. 

Wir stellten nun fest, daB unter analogen Bedingungen 
wie die Aminosiiuren auch die verschiedensten KiweiBarten 


mit Phthalsiiureanhydrid zur Reaktion zu bringen sind. Triagt 





1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 27, S. 418 (1883). 

*) Reese, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 242, 1 (1887); Radenhausen, 
Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 52, S. 441 (1895). 

°) Andreasch, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 25, S. 779 (1904); Piutti, 
Gaz. ch. ital. Bd. 16, S. 2 (1886); Gabriel, Chem. Ber. Bd. 38, 8. 634 
(1908). 

*) Goedeckemeyer, Chem. Ber, Bd. 21, S. 2688 (1888). 

’) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 454 (1901); S6rensen, Compt. 
rend. d. tray. d. Laborat. Carlsberg VI. (1902); diese Zs. Bd. 44, 8. 448 
(1905); Bd. 56, S. 236 u. 250 (1908); Bd. 76, S. 44 (1911/12); Hildes- 
heimer, Chem. Ber. Bd. 43, S. 2797 (1910). 

®) Chem. Ber. Bd. 40, S. 498 (1907). 
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man Casein, Fibrin, Elastin, Keratin in geschmolzenes Phthal. q 
siureanhydrid ein und erhitzt bis etwa 200°, so tritt rasche & 
Lésung ein, unter schwacher Braunfirbung zwar, aber ohne — 
alle Kohlenabscheidung oder andere Zeichen stiirkerer Zer. F 


setzung. Dabei zerfillt das groBe Molekiil in eine Reihe noch 


recht hochmolekularer, die Biuretreaktion gebende Spaltstiicke, 


die sofort in Phthalylverbindungen iibergehen. 
Ehe an ein niaheres Studium dieser Reaktion und an eine 


Aufteilung der entstandenen Produkte gegangen werden konnte, | 


muBte zunichst eine Unterlage geschaffen werden durch die 
Untersuchung einfacherer Verhaltnisse. Es wurde deshalb das 
Verhalten von Polypeptiden bei der Phthalsiureschmelze 
studiert, nachdem noch einige zweifelhafte Punkte bei den 
Phthalylaminosiiuren selber naher untersucht waren. Es wurden 
als Beispiele zwei leicht zugingliche Dipeptide gewahlt, Di- 
glycin und d-l-Leucyl-glycin. Es zeigte sich hierbei — nach 
dem Verhalten des KiweiBes selber eigentlich iiberraschend —. 
daB die Peptidbindung in den untersuchten Fallen bei der 
Schmelze mit Phthalsiiureanhydrid, solange man unter 200! 
bleibt, nicht aufgespalten wird. Man kann ohne Spaltung 
*/, Stunden auf 180° erhitzen. Man erhilt in glatter Reaktion 
die Phthalylverbindungen der genannten Dipeptide, Phthalyl- 
glycyl-glycin 


CO 
OHA |, >NCH,CO- NHCH,CO, H 


und Phthalyl-leucyl-glycin 


CO 
CHK DN .CH(0,H,)CO-NHCH,CO, H . 


Erhitzt man Diglycin bis 220°, so tritt unter starker 
Verkohlung Bildung auch von Phthalylglycin ein. 

Uber das Verhalten der Diketopiperazine wird am Schlub 
des theoretischen Teils berichtet. 

Von den erhaltenen Kérpern war Phthalyldiglycin eine 
prachtig krystallisierende Substanz von hohem Schmelzpunkt 
(232°), wihrend Phthalyl-leucyl-glycin amorph blieb, trotz gut 
stimmender Analyse, und einen tiefen, noch dazu unscharfen 
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: Schmelzpunkt hatte. Ahnliches gilt iibrigens schon vom 
| Phthalylleucin selber. Es wurde nun nach Derivaten mit 
' besseren Kigenschaften gesucht, und solche auch gefunden in 
den Athylestern, aus den freien Phthalylsiuren leicht zu er- 
' halten durch kurzes Aufkochen mit salzsiiurehaltigem Alkohol. 
' Auch das amorphe Phthalyl-leucyl-glycin gibt in guter Aus- 
beute einen schén krystallisierten Ester von scharfem Schmelz- 
| punkt. Es lieB sich daraus schlieBen, daB auch bei den Phtha- 
lylverbindungen héherer Aminosiurekomplexe die Ester ein be- 
' sonders geeignetes Untersuchungsmaterial darstellen wiirden, was 
' sich auch bestiitigte. Die Ester verhalten sich — auch dies 
' war fir das Folgende von Wert festzustellen — normal bei 
' Athoxylbestimmungen und bei Molekulargewichtsbestimmungen 
| durch Gefrierpunktserniedrigung. 


Von weiteren Derivaten der Phthalyldipeptide wurden noch 


| die Amide dargestellt, die zwar auch gut krystallisieren, trotzdem 
' aber zur Untersuchung weniger geeignet sind, da bei ihrer 
| Bildung eine Komplikation eintritt. Man erhilt sie beim Zu- 
' sammenbringen der Ester mit konz. waBSrigem Ammoniak. 
| Dabei reagiert aber nicht nur die Carboxylgruppe der end- 


stindigen Aminosiiure, sondern auch die eine Carboxylgruppe 


der Phthalséure, man erhilt zunichst das Diamid der Phtha- 


loylsiure. Es ist dies keine Higentiimlichkeit der Dipeptide, 
denn auch Phthalylglycin reagiert, wie festgestellt wurde, ganz 
analog: 


TN a CONH-CH,CONH, 
CO H,2 DN CHOOCH, 2. CoH 
‘CO CONH, 


Aus diesen Diamiden bilden sich nun leicht die Monoamide 
der urspriinglichen Phthalylverbindung durch Ammoniakabspal- 
tung, teilweise schon beim Erhitzen in Lésungsmitteln beim 
Umkrystallisieren, leichter beim Erhitzen bis zum Schmelzpunkt 
oder richtiger Zersetzungspunkt. 


CONH-CH,CONH, JO 
CHC —> GH N-CH,-CONH,. 
CONH, co 


Das so neu erhaltene Amid des Phthalylglycins ist inzwischen 
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von Radde beschrieben worden"), die entsprechenden Amide 
aus Phthalyl-leucyl-glycin waren bisher unbekannt. 

Diese Aufspaltung der Phthalylverbindung zur Phthaloy!. 
verbindung macht sich auch bemerkbar bei der Titration de; 
Saiuren, die bei Phthalylglycin und Phthalyl-diglycin in gleiche; 
Weise verlief. Titriert man in alkoholischer Liésung in dey 
Kilte (Indicator Phenolphthalein), so reagieren die Kérper 
scharf als Monocarbonsiiuren, wiihrend in wiBriger, heiSe; 
Liésung die — Menge Alkali verbraucht wird. 


In Alkohol: C,H, Non, CO,H + NaOH = 
\co” 


On, ° S\N .CH,CO,Na + HO. 


\CO” 
CO 
In Wasser C, HC NCH,CO,H + 2NaOH = 
CO 
CONHCH,CO,Na 
CoH + H,0. 
COONa 


DaB Alkalien eine Aufspaltung der Phthalylverbindung 
zur Phthaloylverbindung bewirken kénnen, hat qualitativ schon 
Drechsel?) festgestellt. 

Nachdem so eine Basis geschaffen war, wurde das niihere 
Studium der Kinwirkung von Phthalsiureanhydrid auf Eiweib 
aufgenommen. Nach einigen mehr vorliufigen Versuchen mit 
Casein unterwarfen wir Elastin, dargestellt nach Richards 
und Giese*) aus dem Nackenband des Rindes der Phthal- 
siureschmelze. Wir wihlten gerade Elastin wegen seines 
Aufbaus hauptsichlich aus Monoaminosiuren, unter denen 
wieder Glycin in hohem Prozentsatz enthalten ist. Phthalyl- 
verbindungen des Glycins aber krystallisieren ja besonders 
schén. Die Hoffnung allerdings, dadurch beim Elastin zu 
krystallisierten Abbauprodukten zu kommen, hat sich nicht 
verwirklicht. Die Spaltprodukte, in denen sich 90°/, des Ge- 
samtstickstoffs wiederfinden, sind noch allzu hochmolekular, 


1) Radde, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3176 (1922). 
*) A. a. O. 


*) Amer. Jl. of Physiol. Bd. 7, S. 93 (1902). 
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i von der GréBenordnung von 1000—2000. Es tritt ein Zer- 
fall ein in die Phthalylverbindungen einer Reihe von Poly- 
i peptiden, vergleichbar also dem Zerfall in Albumosen und 
| Peptonen bei einer Pepsinspaltung. Die Méglichkeit, die ent- 
' standenen Produkte zu trennen und chemische Individuen 
 herauszuschilen, ist jedoch gegeniiber einer Pepsinverdauung 
' bei den Phthalylverbindungen deswegen bedeutend giinstiger, 
| weil die Substanzen durch die Einfiihrung der Phthalsiure- 


gruppe in ihrer Lislichkeit vollkommen verindert sind, sie 
sind unléslich in Wasser, aber léslich in organischen Liésungs- 
mitteln, allerdings in ganz verschiedenem Mae. Infolgedessen 
fihrte schon eine Extraktion unter Wechsel der angewandten 
Lésungsmittel zu einer erheblichen Fraktionierung. Brauchbar 
erwiesen sich Alkohol, Chloroform, Essigester und Aceton. 
Eine weitere Aufteilung gelang dann auf Grund der Tatsache, 
da8 nur etwa 30°/, der gesamten Komplexe durch Kupfer- 
acetat in Methylalkohol fallbar sind. Schon so konnte man 
durch Kombination der beiden Méglichkeiten zu Fraktionen 
kommen, die ihre Zusammensetzung bei weiterem Umscheiden 
nicht mehr anderten. Auf die genaue Wiedergabe dieses Ver- 
fahrens wird hier verzichtet, da das endgiiltige Verfahren iiber- 
sichtlicher und besser war. Wegen Einzelheiten mu8 auf die 
Dissertation des einen von uns?) verwiesen werden. 

Weniger zeitraubend, aber trotzdem noch exakter ist das 
spiter eingeschlagene Verfahren, das nach einer weniger 
ausgedehnten fraktionierten Extraktion, die hauptsichlich zur 
Entfernung der Phthalsiure und niederer Abbauprodukte 
diente, zuerst die Kupferfaillung anschloB und dann die ge- 
wonnenen Fraktionen iiber die Ester — auf Grund der Er- 
fahrungen bei den Dipeptiden — weiter reinigte. Diese Ester 
sind ihrerseits durch Fraktionierung.mit organischen Liésungs- 
mitteln — Alkohol, Chloroform, Essigester — weiter zu reinigen. 
Es gelang so, neben weniger charakteristischen Zwischenfrak- 
tionen 5 Endfraktionen zu erhalten, bezeichnet als 4,, 4,, B, 
C,, @,. Von ihnen halten wir die schwer léslichen Frak- 


4 





) E. Klenk, Inaugural-Dissertation. Tiibingen 1923. 
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tionen A, und C, fiir chemische Individuen. Bei derartig 
hochmolekularen Produkten, wo das Kriterium der Krystall. 
form fehlt und ebensowenig Schmelzpunkte zu nehmen sind, 
bedarf eine solche Behauptung besonders eingehender Begriin. 
dung. Zunachst laBt sich anfiihren, daB die Léslichkeits. 
verhiltnisse der Hinzelfraktionen durchaus verschiedene sind, 
Dann aber andert sich die Zusammensetzung nicht mehr bej 
weiterem Umscheiden, man kommt sogar zu Fraktionen mit 
gleichen Kigenschaften bei durchaus abweichendem Trennungs- 
gang. Weiter ist die spezifische Drehung verschieden. Wiih- 
rend die meisten Fraktionen Linksdrehung zeigen, ist A, 
optisch inaktiv. Der stirkste Beweis fir die Einheitlichkeit 
laSt sich gerade bei 4,, aber noch auf einem anderen Wege 
fihren, durch die Untersuchung der bei der totalen Hydrolyse 
auftretenden Aminosiiuren. Wihrend Elastin fast 26°/, Gly- 
kokoll enthalt, ist die genannte Fraktion vollig frei davon. 

Die Phthalsiureschmelze stellt also ein Mittel dar, mit dem 
man verhaltnismiBig rasch und jedenfalls wesentlich einfacher als 
nach den bisherigen Methoden zu einheitlichen Aminosiuren- 
komplexen kommen kann. 

Der Isolierung solcher Komplexe hatte nun die genauere 
Aufklirung ihrer Konstitution zu folgen. Sie wurde auf zwei 
Wegen versucht, einerseits durch die Untersuchung der Spalt- 
stiicke bei totaler Hydrolyse, andererseits durch Analyse des 
Gesamtmolekiils, Festlegung der MolekulargréBe und quanti- 
tative Bestimmung charakteristischer Gruppen im Molekiil, um 
einen Uberblick iiber den eigentlichen Typ der isolierten Ver- 
bindungen zu gewinnen. Wir beschrankten uns dabei nicht 
nur auf 4, und C,, sondern zogen auch die anderen Fraktionen 
mit heran, um zu sehen, ob hier prinzipiell verschieden zu- 
sammengesetzte Koérper vorlagen. Die Bestimmung der Spalt- 
stiicke zunichst ergab neben Phthalsaéure nur eine Reihe von 
Aminosauren. Die Methode zur Trennung der letzteren war 
dadurch erschwert, daB man naturgemiB von den einzelnen 
reinen Fraktionen der zu hydrolysierenden Komplexe nur 
kleinere Mengen zur Verfiigung hatte. Dadurch war eine 
vollige Trennung der Aminosiuren durch fraktionierte Destil- 
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‘lation der Ester nicht méglich. In enger Anlehnung an ein 
yon Fischer bei seinen Fermentstudien gelegentlich benutztes 


Verfahren?) wurden die Ester dargestellt, von diesen aber nach 
: Abtrennung von Glycinester-chlorhydrat nur die am leichtesten 
' flichtigen, Glycin und Alanin durch Destillation entfernt, 
: wibrend aus dem Rest Phenylalanin und -— wie wir fanden — 
; auch Leucin sich abtrennen lieben, weil sie sich einer wiB- 
: rigen Liésung der Ester durch Ather entziehen lieBen. Leucin 
kam dann als Kupfersalz zur Analyse. 
: noch ein mehr oder weniger groBer Teil zuriick, aus dem sich 


Im Wasser blieb 


tur noch Prolin als freie Aminosaiure durch ihre Alkohol- 


" loslichkeit isolieren lieB und Tyrosin durch die Reaktion mit 
; Millons Reagens nachweisbar war. Den dann verbleibenden 
 Riickstand noch aufzuteilen, gelang vorliufig nicht. Beim 
korper A, war in ihm vielleicht noch Glutaminsiure vorhanden, 


wenigstens entstand in der mit Salzsiure gesittigten wiBrigen 


_ Lésung auf Animpfen noch eine schwache Krystallabscheidung, 
' die aber zu gering blieb, um sie genauer zu identifizieren. 


Das Resultat dieser Hydrolysen gibt Tabelle 1 wieder. Um 
einen Vergleich mit dem Elastin?) selber zu gestatten, sind 
die Prozentzahlen nicht auf die wirklich gespaltenen Phthalyl- 
verbindungen bezogen, sondern auf phthalsiurefreie Substanz 
umgerechnet. 




















Tabelle 1. 
Elastin «  ‘. B | C; OF 

Glyn. . . . . . | 25,75 | O 2,0 | 16,6 | 20,4 | 25,3 
Pe pies Ee" ge 6,58 10,7 10,2 — +? 9,8 
A ee eee 1,0 
Lease. . .« » . £3 

: 10,9 7,9 11,6 29,1 14,4 
Phenylalanin . . .j 3,89 7 ‘ 
(a — + + “ie ~~ 
Glutaminsiiure . . .| 0,76 +? 
Prolin . .. 11,5%) 3,8 ? ? ? 4,7 
Nicht ¢ aufgeteilte Rest — 42,2 34,6 29,8 13,5 14,1 





') Fischer und Abderhalden, Diese Zs. Bd. 46, S. 58 (1905). 
*) Abderhalden u. Schittenhelm, Diese Zs. Bd. 41, S. 293 (1904). 
3) Engeland, Diese Zs. Bd. 120, S. 137 (1922). 
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Die Resultate sind noch lickenhaft, es wird beispielsweis. 
bei 4, noch notwendig sein, sie mit bedeutend gréBeren Mengen 
zu wiederholen, jedoch ergibt sich auch schon so, wenn may 
die Mengen an Glycin, Leucin, Prolin in den Einzelkérper 
vergleicht, das Fehlen oder Vorhandensein von Tyrosin be. 
achtet, daS man es mit recht verschieden zusammengesetzte; 
Bruchstiicken zu tun hat, deren genaue Aufklirung manche 
iiber die Verkettung der Aminosiiuren aussagen kann. 

Als nachste Aufgabe war nun zu entscheiden, in welcher 
Weise diese Aminosiuren miteinander verkniipft sein konnten, 
wobei die Frage nach der Aneinanderkettung im einzelnen 
zunichst zuriickzutreten hatte hinter der einfacheren, ob diesen 
ganzen Spaltstiicken ein gemeinsamer Typ zugrunde lag und 
wie dieser eventuell gebaut sein konnte. Es handelte sich zu. 
nachst bei simtlichen urspriinglichen Spaltstiicken um aus. 
gesprochene Siuren, deutlich basische Eigenschaften waren 
nicht vorhanden. Sie lieBen sich mit Laugen titrieren und 
gaben, mit Phenolphthalein als Indicator, geniigend scharfe 
Umschlige, um ihr Aquivalentgewicht bestimmen zu lassen. Da 
die weitgehende Fraktionierung nur an den Estern durchgefiihrt 
worden ist, hat die Anfiithrung der zahlreichen Titrationen 
wenig Wert — auch hierin muB auf die erwihnte Dissertation 
verwiesen werden —, nur eine Fraktion, die sich durch ihre 
Schwerléslichkeit in Alkohol und Fiallbarkeit durch Kupfer 
auszeichnet, sei angefiihrt. Sie ist nimlich wegen ihrer charakte- 
ristischen Kigenschaften als die zum Ester 4, gehdrige freie 
Saure anzusprechen. Sie sei 4 genannt. Es wurde gefunden 
fir A bei Titration in Alkohol 893 als Aquivalentgewicht. 
wihrend bei Titration mit heiBer wiBriger Lauge 653 gefunden 
wurde. Nimmt man an. daB dieser Mehrverbrauch an Lauge 
bei der zweiten Titration durch ein Mitreagieren der Phthal- 
siure bedingt ist, die in 4 — und genau so in allen anderen 
Fraktionen — in gebundener Form enthalten ist, so folgt aus 
den Erfahrungen bei den Phthalylaminosiuren und -dipeptiden, 
daB das Molekulargewicht von 4 etwa 1800 sein muB, und 
der Kérper zwei freie und eine dritte maskierte Carboxyl- 
gruppe eben in der Phthalylgruppe enthalten mu8. Dieser 
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-SchluB auf die MolekulargréBe aus dem Verhalten der freien 
'Siure fand nun eine fast iiberraschende Bestiitigung bei der 
| Untersuchung des Esters 4,. Statt der Titration hatte man 
> hier die Méglichkeit der Athoxylbestimmung und damit der 
| Festlegung des Aquivalentgewichts. Es ergab sich zu 832 bis 
' 365. Auf der anderen Seite ergab eine Molekulargewichts- 
| bestimmung in Hisessig 1800, in Urethan allerdings die weniger 
stinmende Zahl 2736. Nun hat man fiir das Molekulargewicht 
| noch eine andere Méglichkeit der Kontrolle, durch die Phthal- 
siuremenge, die im Molekiil enthalten ist. Nimmt man eine 
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Phthalylgruppe als vorhanden an, so ergibt sich das Gesamt- 


molekil zu 1600—1800. Ein Vielfaches dieser Zahl wiirde 
/ mit den anderen Zahlen nicht in Ubereinstimmung zu bringen 
_ sein, die Konstitution von 4, ist bestimmt als der Diithylester 
_einer Dicarbonsiure vom Molekulargewicht 1800 mit einem 


| Phthalylrest im Molekiil und Analoges gilt auch fir 4, (1100). 


Noch einfacher ist die Konstitution der anderen Fraktionen. 


: Das Molekulargewicht war niedriger, es waren Athylester von 
Monocarbonsiuren mit je einer Phthalylgruppe im Molekiil. 


Die Ergebnisse gibt Tahelle 2. 




















Tabelle 2. 
A, A, C, CZ 
| Athoxyl . . ee. 4 “52—B,4_ 7,8 4,7 7,6 
lems -Gew. aus hake) ™ . . « | 823—865] 574 964 | 594 
Mol.-Gew. kryoskopisch in Kisessig . 1800 - 835 | 700 
 Phthalsiuregehalt. . . . , 10,5 15,5 | 17,5 | 29,0 
Aquiv.-Gew. aus Phthalsiiuregeh. — 1752 1075 ~ 952 | 576 


Die Substanzen (, und C, stimmen in ihrem Gruppen- 
charakter ausgezeichnet zu der Annahme, daB es sich in ihnen 
um Monophthalylverbindungen von Polypeptiden handelt, und 
auch A, und 4, wiirden nicht aus dem Rahmen herausfallen, 
wenn man annehmen will, daB eine der darin enthaltenen 
Aminosiuren eine Dicarbonsiure ist. Es ist mdglich, wenn 
auch leider noch nicht einwandfrei bewiesen, daB gerade in 
4, Glutaminsiiure vorhanden ist. Man kénnte dann die Kon- 
lizuration der Verbindungen C, und C, durch das Schema: 
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Men. 
C.H, NCHR’CO- NHCHR” CO-NH-CHR’”’-CO,H 
\co% 
wiedergeben, wihrend 4, und 4, so aussehen wiirde: 
30 
C,H, DNCHR’CO-NHCHR” CONHCHR’”’CO,H 
CO P 


CO,H 
Allerdings miiBte man dann noch die weitere Annahme machen 
daB am Aufbau aller dieser Kérper mehrere Oxy-Aminosiuren 
beteiligt sein miissen.') Die Elementaranalyse ergibt nimlich 
tolgendes: 


A, A, B Ci C; 
C 54,30 53,72 51,33 53,68 57,37 
H 6,73 6,55 5,90 6,46 5,95 
N 14,02 13,60 12,63 13,02 11,99 
O 24,95 26,13 30,14 26,84 24,69 


Wenn auch bei so hochmolekularen Stoffen wenig daraus zu 
schlieBen ist, kann man doch wenigstens das Atomverhiltnis 
von Stickstoff zu Sauerstoff feststellen. Dies ergibt sich nun 
bei 4, wie 1:1,5, bei A, wie 1:1,7, bei C, und U, wie 1:1,5, 
bei allen kommt auf 1 Atom Stickstoff erheblich mehr als 
1 Atom Sauerstoff. Ein Phthalylpolypeptid nur aus Mono- 
aminosiuren wiirde auf N, nur O,43 enthalten. Bei der 
GréBe des Gesamtmolekiils macht das Mehr von 3 Sauerstofien 
nicht so viel aus, es miissen noch andere Stellen der Kette 
weiteren Sauerstoff enthalten, um ein Verhiltnis von 1: 1,5 
oder 1:1,8 zu erkliren. 

Man kann weiter die Frage aufwerfen, welche Bindung 
es eigentlich ist, die bei der Phthalsiiureschmelze so prompt 
gelist wird. DaB es nur weniger widerstandsfahige Peptid- 
bindungen sind, ist nicht ganz abzulehnen, aber immerhin un- 
wahrscheinlich, wo sich die bisher untersuchten Dipeptide als 
so widerstandsfahig gegen Phthalsiureanhydrid erwiesen haben. 
Wahrscheinlicher ist der SchluB, daB es im EiweiB noch eine 





') Fir die Gegenwart von Oxygruppen spricht auch, was vorliutig 
nur qualitativ gepriift wurde, da8 mit Essigsiiureanhydrid und Phosphor- 
pentachlorid leicht Reaktion eintritt. 
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' andere Art der Bindung gibt, die unter Freiwerden von Carb- 
_ oxylgruppen gelést wird. DaB es die Diketopiperazinbindung 
_ jst, ist wohl auszuschlieBen, da diese Bindung noch bestindiger 
als die Peptidbindung gegen Phthalsiureanhydrid ist. Phthal- 


siureanhydrid greift Diketopiperazin iiberhaupt nicht an, erst 


' bei Gegenwart von relativ viel Wasser, beim Schmelzen mit 
- einem groBen Uberschu8 an Phthalsiure nimlich, wird das 


Glycinanhydrid teilweise angegriffen und, unter halbseitiger 


: Aufspaltung, in Phthalyldiglycin verwandelt: 


NH—CH,—CO Nee 
| | > OH >N-CH,CU-NH-CH,CO,H. 
CO—CH,—NH CO 

Dagegen wiire denkbar, da8 im EiweiB die Polypeptid- 
ketten mit ihren Carboxylgruppen an Hydroxylgruppen von 
Oxysiuren esterartig angreifen, wie ja schon 6fter von 
E. Fischer?) und noch letzhin wieder durch Abderhalden?) 
erértert worden ist. Leider fehlt hier noch die Méglichkeit der 
experimentellen Priifung durch Untersuchung des Verhaltens 
entsprechender synthetischer Stoffe gegen Phthalsiureanhydrid. 

Zusammenfassend lift sich sagen, daB auch die Phthal- 
siuremethode vorliufig mehr Fragen aufwirft, als sie beant- 
worten kann. Immerhin erscheint das Verfahren aber noch 
ausbaufiihig, weshalb die Versuche fortgesetzt werden. 





Versuchsteil. 
1. Umsetzungen des Phthalylglycins, 


CO. 
CoH NCH,CO,H. 
co 


Obgleich das Phthalylglycin schon seit 1883 bekannt ist, 
war sein Verhalten noch nicht in allen Punkten genau genug 
fiir unsere Zwecke bekannt. Zuniichst lieB sich aus den Lite- 
raturangaben seines Ksters eine eventuelle Verschiedenheit je 
nach der Darstellungsmethode ableiten. Reese*) und Raden- 





1) E. Fischer, Untersuchungen iiber Aminosdiuren u. Polypeptide. 
Bd. I, S. 80 (1906). 

*) Diese Zs. Bd. 128, S. 119 (1923). 

3) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 242, S. 5 (1887). 
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hausen?), die von Phthalylglycin ausgingen, das nach Drechse| 
dargestellt war, und dies veresterten, entweder durch U)p. 
setzung des Silbersalzes mit Jodithyl oder durch direkte Ver. 
esterung der Siure mit salzsiurehaltigem Alkohol, oder schlief. 
lich Phthalsiureanhydrid mit Glycinester umsetzten, geben als 
Schmelzp. 105° an und erkliren den Ester fir leicht verseifbay 
beim Kochen mit Wasser. Goedeckemeyer?’) dagegen, de 
nach Gabriel arbeitete, gibt den Schmelzpunkt zu 111—113) 
an, mit dem Bemerken, der Ester sei aus heiBem Wasser un. 
verandert wiederzugewinnen. Wir fanden, daB die Angaben 
von Gédeckemeyer richtig sind, auch fiir die nach den 
anderen Verfahren dargestellten Glycinester, sofern man nur 
die Rohester in Ather durch Schiitteln mit etwas Sodaldsung 
von sauren Verunreinigungen befreit und dann aus Ather um- 
krystallisiert. Man kann ohne Anderung des Schmelzpunkts 
aus heiBem Wasser umkrystallisieren. Damit ist eine eventuelle 
Isomerie bei Phthalylverbindungen je nach der Darstellung 
auszuschlieBen. Man hitte ja immerhin an die Modglichkeit 
einer symmetrischen und asymmetrischen Konstitution denken 
kénnen Shnlich wie bei den Phthalylchloriden. Nur die syme- 
trische Formel, wie sie im theoretischen Teil ausschlieBlich 
benutzt ist, kann zutreften. 

Der Besitz an Ester wurde weiter dazu benutzt, nach- 
zupriifen, ob die im folgenden benutzte Mikrobestimmung 
der Athoxylzahl nach Pregl normale Werte gab. Das war in 
der Tat der Fall. 

6,824 mg Substanz gaben 6,802 mg Agu. 

C,.H,,0,N. Ber. Athoxyl 19,3°/, 
Gef. « aa 

Weiter wurde das Verhalten des Esters gegen Ammoniak 
untersucht. LaBt man den fein gepulverten Ester mit der sechs- 
fachen Menge an konz. wiBrigem Ammoniak stehen, so ver- 
wandelt sich das Gemisch in wenigen Minuten bei Zimmer- 
temperatur in einen Krystallbrei feiner Nadeln. Nach 30 Mi- 
nuten wurde abgesaugt und nacheinander mit Wasser, Alkohol 





1) Ji. fiir prakt. Chem. Bd. 52, §. 441 (1895). 
*) Chem. Ber. Bd. 21, S. 2688 (1888). 
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' und Ather gewaschen. Ausbeute 75°/, der Thecrie, berechnet 


fir das Diamid des Phthaloylglycins 
CONHCO.CONH, 
’SCONH, 
Der Kérper war nicht ganz rein, der Stickstoffgehalt war 
etwas zu gering, auch Umkrystallisieren aus Methylalkohol 


C,H 


6 


' fibrte zu keinem ganz reinen Produkt, infolge deutlich merk- 


' barer Ammoniakabspaltung beim Erwirmen, es sind ihm wohl 
' schon kleme Mengen Monoamid beigemengt. 


0,1191 g Substanz gaben 0,2417 g CO,; 0,0523 g H,0. 


2,877 mg ,, , 0,467 cem N (24°, 741,5 mm). 
Cott Oa. Ber. C 54,17°/, H 5,01°/, N 19,01°/, 
Gef. ,, 55,36 , 4,91 » 18,49 


Der Kérper schmilzt bei 255° unter Aufschiumen und 


Ammoniakentwicklung. Da eine Ammoniakentwicklung schon 


' yon 100° ab deutlich ist, bestimmt man wohl nur den Schmelz- 


punkt des Umwandlungsprodukts, des Monoamids, des Phthalyl- 
slycins, fir das Radde?) gleichfalls den Schmelzp. 255° angibt. 
Das Diamid ist in der Kilte schwer léslich, in der Hitze 
besser in Wasser, Methylalkohol und Aceton, noch schwerer 
in Athylalkohol, Essigester und Ather, nicht léslich in Benzol 
und Chloroform. 

Neben diesen Derivaten des Phthalylglycins wurde auch 
die freie Saure noch untersucht und zwar auf ihr Verhalten 
bei der Titration mit n/10-Kalilauge, mit Phenolphthalein als 
Indicator. In wiiBriger Lésung erfolgte nach Zugabe von mole- 
kularen Mengen Lauge kein scharfer Umschlag, es entfarbte 
sich die schon rot gewordene Lésung immer wieder, infolge 
langsamen Reagierens des einen Carboxyls der Phthalylgruppe, 
dagegen war ein scharfer Endpunkt festzustellen beim Titrieren 
in der Hitze, als 2 Mole Lauge zugegeben waren. In Alkohol 
dagegen war ein scharfer Umschlag nur zu erzielen beim 
Titrieren in der Kalte und Zugabe von 1 Mol Lauge. 


0,1716 g Substanz verbrauchten in der Hitze 16,05 cem wiBrige 
Lauge (log ¢ = 01815). 


1) A. a. O. 





Sia AMIR Mary kd i “ Ais ti: 
err Sr ae Mee en sea 


Soa 


ee 


Fe ee ee eee ee 











a Nl ie ihc ta Ne a le ee 





80 Perey Brigl und Ernst Klenk, 


0,1642 g Substanz, in 15 ecm Alkohol von 95°/, gelést, verbrauchte, . g 


bei Zimmertemperatur 13,25 cem alkoholische Lauge (log ¢ = 77897). 


C,,H,O,N. Mol.-Gew. Ber. 205 
In Wasser heiB Aquiv.-Gew. Gef. 102,5 


In Alkohol kalt s » wees 


2. Phthalyl-glycyl-glycin. 

Das zu den Versuchen nétige Glycylglycin war aus Dj. 
ketopiperazin nach K. Fischer’) dargestellt. Zur Darstellung 
der Phthalylverbindung wurde 2,7 g Phthalsiureanhydrid ge. 
schmolzen, die halbe Gewichtsmenge Glycyl-glycin eingetragen 
und nun die Temperatur gesteigert, bis nach 5 Minuten ein 
in die Schmelze eingesenktes Thermometer 200° anzeigte. Es 
entstand unter gelindem Aufschiiumen eine klare Lisung, die 
in eine Porzellanschale ausgegossen und nach dem Erkalten 
pulverisiert wurde. Kalter Essigester (30 ccm) entfernte die 
Hauptmenge des iiberschiissigen Phthalsiiureanhydrids, der 
Riickstand wurde aus 50 ccm heiBem Wasser krystallisiert, 
Ausbeute 2,6 g, also fast quantitativ. Zur Analyse wurde 
nochmals unter stirkeren Verlusten aus 50 ccm Alkohol un- 
krystallisiert. Die Substanz ist so analysenrein. Bei der ‘l- 
tration verhilt sie sich wie Phthalylglycin. 

0,2090 g Substanz gaben 0,4203 g CO,, 0,0755 g H,0O. 

0,2214 g - verbrauchten 16,65 cem n/10-Siiure (log ¢ = 00659) 
(Kjeldahl). 

0,1810 g Substanz verbrauchten in der Hitze 13,3 cem wiBrige Lauge 
(log ¢ = 01815). 

C,.H,,O,N, (262). Ber. C 54,95°/, H 3,85°/, N 10,7°/, 

- Gef. ,, 54,86 », 4,04 » a7 
Aquiv.-Gew. Ber. 131 Gef. 130,5 

Das Phthaldiglycin krystallisiert in diinnen Nadeln, vom 
Schmelzp. 232°. Es lést sich leicht nur in Hisessig, schwerer 
in Alkoholen, sehr schwer in kaltem Wasser, Essigester und 
Ather, nicht in Benzol und Chloroform. 

Um zu entscheiden, inwieweit die Peptidbindung gegen 
Phthalsiureanhydrid bestindig ist, wurden die Bedingungen 
der Darstellung des Phthalyldiglycins etwas variiert. Bei der 
einen Schmelze wurde die Temperatur 45 Minuten bei 180’ 





1) Fischer u. Fourneau, Chem. Ber. Bd. 34, S. 2867 (1901). 
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F gehalten. Es wurde nur Phthalyldiglycin in 90°/,iger Aus- 
! heute, mit richtigem Schmelzp. 232° erhalten. Anders war 
- der Verlauf, als die Temperatur 45 Minuten bei 210—220° 


i gehalten wurde. Schon das Aussehen der Schmelze — starke 
| Dunkelfirbung und Verkohlung — zeigte eine stirkere Zer- 


setzung an. Die Schmelze wurde ahnlich wie oben erst mit 
kaltem Hssigester extrahiert und der Riickstand zweimal aus 
Wasser, unter Entfiirbung mit Tierkohle, umkrystallisiert. Er- 
halten wurden aus 0,5 g Diglycin 0,25 g eines bei 180—185° 
schmelzenden Produktes. Es handelte sich offenbar um ein 
Gemisch von hauptsichlich Phthalylglycin (Schmelzp. 192°) 
mit Phthalyldiglycin. Das ging aus der Titration hervor, aus- 
cefiihrt mit wiBriger Lauge in der Hitze, das bestitigte auch 
der Stickstoffgehalt. 


0,1860 g Substanz verbrauchten 18,0 ccm Lauge (log ¢ = 96692) bei 
heiBer Titration in wiBriger Lésung. 

0,0702 g Substanz gaben 5,0 cem N (16°, 729 mm). 

Aquiv.-Gew. Gef. 111,5 
»  N 8,05°, 

Phthalylglycin wiirde ein Aquivalentgewicht von 102,5 erfordern, 
Phthalyldiglycin von 130,5. Bezeichnet man mit x die Menge Phthalyl- 
glycin, die in einem Gramm des Gemisches enthalten ist, so berechnet 
sich # nach dem Ansatz: 


a+ 102,5 + (1 — x) 130,5 = 111,5, 
« ist 0,649, das Gemisch enthilt 64,9°/, Phthalylglycin. Ein solches 
Gemisch wiirde 8,18°/, N enthalten, wihrend 8,05°/, gefunden sind. 

Danach wire schon in dem isolierten Teil nur noch der 
dritte Teil an nicht gespaltenem Phthalyldipeptid enthalten. 
Die Menge an Ungespaltenem ist jedoch, auf die angewandte 
Menge berechnet, noch viel kleiner, da in dem untersuchten 
Riickstand nur ein Bruchteil des in Essigester schon recht gut 
léslichen Phthalylglycins enthalten gewesen sein kann. In der 
Tat lieB sich durch Umkrystallisieren des Essigesterauszuges 
aus Wasser noch reines Phthalylglycin erhalten. 

Die Bestindigkeit des Diglycins gegen schmelzendes Phthal- 
siureanhydrid ist also nur eine relative, jedoch erfolgt Spal- 
tung der Peptidbindung erst unter Bedingungen, wo schon 
starke Zersetzung durch Kohleabscheidung merkbar wird. 

; Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie, CXXXI, 6 
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In diesem Zusammenhang interessierte auch das Verhaltey 
des Diketopiperazins gegen schmelzendes Phthalséureanhydrid, 
Es erwies sich als bedeutend reaktionstrager. Mit Phthal. 
siureanhydrid konnte iiberhaupt keine Lisung erzielt werden, 
Erst wenn man fiir die Gegenwart gréferer Wassermengen 
sorgte, indem man mit Phthalsiure an Stelle des Anhydrids 
arbeitete, konnte Lésung und Reaktion erzwungen werden, 
Aber selbst wenn man Diketopiperazin mit der achtfachey 
Menge an Phthalsiure bis zur vélligen Lésung bei 190° hielt, 
war in der Schmelze neben iain noch ungespal- 
tenes Diketopiperazin enthalten. 


Es blieb zusammen mit dem Phthalyldipeptid zuriick, wenn man 
die Schmelze erst mit heiBem Benzol, dann mit kaltem Methylalkolii 
auslaugte. Durch Aufnehmen des Riickstands mit ganz verdiinntem 
Ammoniak wurde das Phthalyldiglycin gelést — es lieB sich durch 
Siuren wieder ausfillen —, wihrend das Diketopiperazin auch hierbei 
ungelést blieb. Durch Umkrystallisieren aus Wasser wurden beide 
Fraktionen gereinigt und analysiert. Aus dem Methylalkohol war noch 
etwas Phthalyldiglycin zu isolieren. 

Von dem Phthalyldiglycin, nach dem oben an erster 
Stelle geschilderten Verfahren gewonnen, wurden noch zwei 
Derivate dargestellt, die fiir die spitere KiweiBspaltung von 
Interesse waren, nimlich das Kupfersalz und der Athylester. 

Zur Gewinnung des Kupfersalzes wurde 0,44 g Phthalyl- 
diglycin in 70 com Methylalkohol kalt gelést und mit 50 ccm 
gesittigter methylalkoholischer Lésung von Kupferacetat ver- 
setzt. Es fiel langsam ein aus Nadelbiischeln bestehender 
feinkérniger Niederschlag. Ausbeute 0,49 g. Das schwach 
blaugriin gefarbte Salz hatte normale Zusammensetzung. 


4,909 mg Substanz gaben 0,402 cem N (10°, 739 mm). 
0,4271 g¢ Substanz, bei 78° im Vakuum getr., gaben 0,0583 g Cu0. 
(C,,H,O;N,),Cu. Ber. N 9,56°/, Cu 10,85°/, 
Gef. ,, 9,60 10,90 


Kinmal ausgefallt, erwies es sich als recht schwer léslich. 
Der Athylester ist leicht zu erhalten, indem man in eine 
Suspension der Séure in der 15 fachen Menge Alkohol einen 
lebhaften Strom von Salzsiuregas einleitet. Es trat Lésung 
ein und nach dem Erkalten fielen feine weiBe Nadeln des 
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Esters in 64°/,iger Ausbeute. Zur Analyse wurde nochmals 
aus absol. Alkohol umkrystallisiert. Die Darstellung laBt sich 
auch schon mit geringeren Mengen an Salzsiure erzielen, es 
wurde jedoch die starke Lésung angewandt, um zu sehen, ob 
dabei eine Spaltung des Molekiils eintrat, was jedenfalls in 
erheblicherem Mafstab nicht der Fall war. 
0,0952 g Substanz gaben 0,2029 g CO,, 0,0425 g H,O. 
4,576 mg sg, » 0,402 com N (24°, 737 mm). 
C,,H,,05N,. Ber. © 57,92°), H 4,86°/, N 9,66), 
Gef. ,, 58,14 55 9,00 99 9,15 
Der Ester lést sich gut in Chloroform und Benzol, schwerer 
Alkohol und Ather. Sein Schmelzpunkt liegt bei 190°. 


3. Phthalyl-leucyl-glycin. 


HH - ”\ ~weneo. NHCH,CO,H 
”  NeEA 


CH,CH(CH,), 

Das Ausgangsmaterial war d-l-Leucyl-glycin, das aus 
Bromisocapronyl-chlorid und Glycin nach E. Fischer’) ge- 
wonnen war. 4g davon wurden mit 4g Phthalsiureanhydrid 
innig gemischt und in 8g auf 150° vorgewirmtes Phthal- 
siureanhydrid eingetragen und dann die Temperatur der 
Schmelze innerhalb 15 Minuten bis auf 200° gesteigert. Die 
klare Schmelze wurde ausgegossen, pulverisiert und mit 40 ccm 
Wasser auf dem Wasserbad erhitzt. Nach voriibergehender 
Lisung begann schon in der Wirme eine Ausscheidung von 
Krystallen, die nach einigem Stehen in der Kalte abgesaugt 
wurden. Sie bestanden aus einem Gemisch von Phthalsiure 
und dem Phthalyldipeptid. Zur Trennung behandelte man 
nach volligem Trocknen zweimal mit 100 ccm Chloroform, das 
nur das Phthalyl-leucyl-glycin aufnahm. Nach dem Verdunsten 
des Chloroforms, zuletzt im Vakuum blieb eine amorphe, 
schaumig erstarrte Masse zuriick, die sich leicht pulverisieren 
lieB. Zur Reinigung wurde sie in 20 ccm Ather gelést, mit 
Petroliither bis zur Triibung versetzt und, da so nichts ausfiel, 
im Exsiccator tiber Schwefelsiure langsam eingedunstet. Ks 





1) Fischeru. Brunner, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 340, S. 142 (1905). 
6* 
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fiel nur ein zihes Ol, das im Vakuum, zuletzt iiber Phosp hiv. 
pentoxyd getrocknet, eine etwas gelbliche, amorphe Masse dar. 
stellte, die sich leicht pulverisieren lieB. Alle Versuche, zu 
Krystallen zu kommen, schlugen fehl. Trotzdem gab die Masse 
recht gut stimmende Analysenwerte. Fiir ihre ziemliche Rein- 
heit spricht auch die Tatsache, da8 man aus ihr in recht 
guter Ausbeute den schén krystallisierenden Ester erhalten 
kann. Worauf dies vom Phthalyldiglycin so véllig abweichende 
Verhalten beruht, ist schwer zu sagen. Es scheint mit der 
Leucingruppe zusammenzuhingen, da auch schon das Phthaly!- 
leucin nur sehr schwer zum Krystallisieren zu bringen ist. 


0,1424 g Substanz gaben 0,3160 g CO, u. 0,0721 g H,0O. 


0,1002 g - » 71,40 eem N (10°, 738 mm). 
C,4,0.N,- Ber. C 60,35°/, H 5,70°/, N 8,81° 
Gef. ,, 60,54 » 5,67 » 8,84 


Das amorphe Produkt hat keinen scharfen Schmelzpunkt. 
Schon bei 35° kann man den Beginn eines Zusammensinterns 
feststellen, bei 65° ist eine klare Schmelze erreicht. Das 
Produkt list sich gut in Ather, Alkohol, Essigester, Chloroform 
und Benzol, nicht in Ligroin. Wasser lést beim Erwirmen 
etwas, beim Abkiihlen scheidet sich ein nicht erstarrendes 
Ol ab. 

Zur Verwandlung in den gut krystallisierenden Athylester 
lést man 3 g der Siure in 20 ccm alkoholischer Salzsiiure von 
3°/, und kocht 3 Minuten. Nach dem Erkalten wird mit 
100 cem Ather aufgenommen, der Ather zweimal mit Wasser, 
dann einmal mit verdiinnter Sodalésung gewaschen, mit Chlor- 
calcium getrocknet und bis auf 20 ccm eingeengt. 1,7 g reiner 
Ester krystallisieren beim Stehen in der Kilte, in der Mutter- 
lauge sind noch weitere 1,3 g eines fast ebenso reinen Produkts 
enthalten, so daB die Ausbeute an Ester iiber 90°/, betrigt. 


Zur Analyse wurde das aus Ather krystallisierte Material ver- 
wendet. 


0,1500 g Substanz gaben 0,3421 g CO, u. 0,0858 g H,0. 
6,125 mg . » 0,441 cem N (22°, 736,5 mm). 
C,,H,.0;N,. Ber. C 62,39°/, H 6,40°/, N 8,09°,, 
Gef. ,, 62,22 » 6,40 » 8,07 
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Der Ester schmilzt bei 126° Er lést sich ziemlich leicht 
in Alkohol, Essigester, Chloroform und Benzol, etwas schwerer 
in Ather, nicht in Ligroin. 

Aus dem Ester erhalt man weiter leicht durch Umsetzung 
mit waBrig-methylalkoholischem Ammoniak das Diamid des 
Phthaloyl-leucyl-glycins 

CONHC,H,,CO-NHCH,CONH, 
ro CONE 


Man ldste 1,1 g Athylester in 5 com Methylalkohol, setzte. 


30 cem wiBriges konz. Ammoniak zu, wobei zuerst ein Nieder- 
schlag des Esters entstand, der sich wieder léste. Nach 
29) Minuten bei Zimmertemperatur wurde das Ammoniak im 
Vakuum itiber Schwefelsiure abgedunstet, wobei krystallinische 
Krusten zuriickblieben. Sie wurden mit 20 ccm Wasser auf- 
genommen, wobei nur 0,21 g zuriickblieben, die sich als das 
Diamid erwiesen. 
3,497 mg Substanz gaben 0,508 ecm N (10°, 729 mm). 
C,eH..0,N,. Ber. N 16,7 °/, 
Gef. ,, 16,81 

Das Diamid schmilzt bei 211° unter lebhafter Ammoniak- 
entwicklung, Es lést sich in Methyl- und Athylalkohol, nicht 
in Ather. 

Der Grund der schlechten Ausbeute wurde darin gesehen, 
daB ein erheblicher Teil des Diamids schon weiter verseift 
war zu den entsprechenden Ammoniumsalzen. Durch Wasser- 
abspaltung sollte man zum Diamid kommen koénnen, das dann 
weiter sofort unter Ammoniakverlust verwandelt werden kénnte 
in das Monoamid des Phthalyl-leucyl-glycins 


CO. 
NC,H,,CO-NHCONH, . 


ra 
es a 


Es wurden deshalb die Mutterlaugen vom Diamid abermals 
im Vakuum eingedampft und der Trockenriickstand bis zum 
Aufhéren jeder Gasentwicklung auf 130—148° erhitzt. Nach 
30 Minuten wurde unterbrochen, die erkaltete Schmelze mit 
i0 com kaltem Wasser versetzt und so lange gerieben, bis ein 
anfiingliches Ol in Krystalle iibergegangen war. Schon 
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die abgesaugten Krystalle hatten den fiir das Monamid stim. 
menden Stickstoffgehalt. Ihre Menge betrug 0,18 g. 

2,991 mg Substanz gaben 0,338 cem N (9°, 737 mm). 

C,,H,,0,N;3. Ber. N 13,2 °/, 
Gef. ,, 18,27 

Durch Umkrystallisieren aus Essigester erhalt man schin 
ausgeprigte rhombische Tafeln, vom Schmelzp. 211°, von ana- 
logen Léslichkeitsverhiltnissen wie das obige Diamid. 


4, Fraktionierung der Spaltprodukte von der 
Phthalsaureschmelze des Elastins. 


Bis zur Feststellung der giinstigsten Bedingungen fiir die 
Durchfiihrung der Schmelze und ihrer anschlieBenden Aut- 
teilung waren eine gréSere Zahl von Vorversuchen notwendig. 
Aber auch der erste griBere mit 200 g Elastin durchgefiihrte 
Versuch, bei dem die freien Siuren weitgehend fraktioniert 
wurden, zeigte, daB manches unzweckmibig, manches iiberfliissig 
war, bis sich dann das zuletzt befolgte Verfahren als das bei 
weitem beste herausstellte. Es soll deshalb als einziges ge- 
schildert werden. Wegen der anderen Versuche und vieler 
Einzelheiten muf auf die Dissertation von KE. Klenk verwiesen 
werden. 

Zur Durchfiihrung der Schmelze wurden 87 g Elastin mit 
der gleichen Menge Phthalsiureanhydrid fein verrieben, das 
Gemisch in zwei Teile geteilt und jeder Teil eingetragen in 
130 g Phthalsiureanhydrid, das in einem Metallbad geschmolzen 
und auf 140° gehalten wurde, gemessen in der Schmelze. 
Man trug rasch das Gemisch ein und sorgte durch Temperatur- 
steigerung des Bades dafiir, da8 die Temperatur auch wahrend 
des Kintragens nicht unter 140° sank. Man erhitzte unter 
gutem Riihren dann weiter, worauf das Elastin zuerst aufquoll 
und sich dann bei 180° lebhaft léste. Ks wurde unterbrochen, 
sobald 200° erreicht war, was etwa 15 Minuten dauerte. Schon 
bei 190° hatte man eine klare Schmelze, zwischen 190 und 200 
erfolgte noch ein schwaches Aufschiumen unter Entweichen 
von Wasserdampf. Es wurde noch heiB auf ein Blech ge- 
gossen und nach dem Erkalten der briunliche Kuchen 
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pulverisiert. Die Schmelze der zweiten Portion wurde hiermit 


vereinigt. : 
Ans dieser Schmelze muBte zunichst der groBe Uberschu8 
an Phthalsiureanhydrid entfernt werden. Dazu wurde mit 


insgesamt 700 ccm siedendem Benzol extrahiert. Da der 
unlésliche Teil als kompakte, zahe Masse am Boden des 
GefiiBes haftete, muBte gut durchgeriihrt werden. Man konnte 
die Benzollésung nach erfolgter Extraktion einfach dekantieren. 
An Phthalsiureanhydrid wurden so 280 g extrahiert, die sich 
beim Einengen krystallinisch abschieden. Die Benzoltraktion 
enthielt jedoch auch kleinere Mengen stickstofthaltiger Bei- 
mengungen, der auskrystallisierte Teil hatte einen Stickstoff- 
vehalt von 0,37°/,. Zum mindesten ein gréBerer Teil des 
Stickstoffs lag in Form von Phthalimid vor, das sich aus den 
letzten krystallinischen Abscheidungen isolieren lieS, indem 
man das Anhydrid durch Erwarmen mit Wasser in Phthal- 
siure verwandelte und mit Chloroform extrahierte, das nur 
das Phthalimid aufnahm. 

An die Benzolextraktion schloB sich eine erschépfende 
Extraktion mit Ather im Soxhlet. Dazu wurde der Riickstand 
nach der Entfernung des anhaftenden Benzols fein gepulvert 
und nun tagelang — insgesamt 10 Tage — mit Ather extrahiert. 
Die Extraktion dauerte wohl deshalb so lange, weil der Hiilsen- 
riickstand Neigung zeigte zusammenzubacken. Es wurde des- 
halb wihrend der Nacht im Exsiccator aufgehoben und jeden 
Morgen von neuem fein gepulvert. In den Ather wanderten 
Reste an Phthalsiureanhydrid, kleinere Mengen stickstoffhaltiger 
Substanz und vor allem — deswegen muBte diese Extraktion 
durchgefiihrt werden, die wahrend der Schmelze entstandene 
Phthalsiure, die sonst die weitere Aufteilung des Hiilsen- 
riickstands sehr erschwert hatte. 

Der nach der Benzol-Ather-Extraktion verbleibende un- 
lisliche Riickstand wog noch 90 g und enthielt 13,01 °/, Stick- 
stoff oder 90°/, des im Elastin iiberhaupt vorhandenen Stick- 
stofis. Dieser Riickstand wurde zunichst durch Kupferacetat 
in 2 Teile geteilt, einen fallbaren — die spitere Fraktion 4, 
und 4,, und einen nicht fallbaren — die Fraktionen 3B, C, 
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und C,. Er wurde in 1500 ccm Methylalkohol bei Zimmer. 
temperatur bis auf einen kleinen Rest gelist, das klare Filtra: 
in kleinen Portionen mit feingepulvertem Kupferacetat so lange 
versetzt, bis eine abfiltrierte Probe keine Fallung mehr gab 
und tiber Nacht stehen gelassen. Der entstandene amorphe 
griine Niederschlag wurde abgesaugt, zuerst mit Methylalkolol, 
dann mit Ather gewaschen und getrocknet. Seine Menge 
betrug 82g. Er stellte das Kupfersalz des Kérpers 4 dar, 
Die Mutterlauge von 4A wurde durch Schwefelwasserstoff vom 
Kupfer befreit, das Filtrat wurde, zuletzt im Vakuum, bis zur 
Sirupkonsistenz eingedampft, worauf mit Ather eine halbfeste 
Masse ausgefillt wurde, die im Vakuum fest und pulverisierbar 
wurde. Ihre Menge betrug 45 ¢. Sie wurde mit 300 ccm 
Chloroform durchgeriihrt, worauf sich zunichst alles léste. Au! 
Zusatz weiteren Chloroforms erfolgte eine Fallung, deren Menge 
nach Verdiinnen bis auf das fiinffache 4,7 g betrug. Fraktion J. 
Sie fiel auch zunichst halbfest aus, lieB sich aber durch Ather 
in feste Form iiberfiihren. Der in Chloroform geléste Teil ( 
wurde durch Abdampfen des Chloroforms und Versetzen mit 
trockenem Ather gleichfalls fest und pulverisierbar. Die Menge 
des hellgelben Pulvers betrug 382 g. 


5. Reinigung der Einzelfraktionen der Elastinschmelze 
und Analyse. 


Die obigen Fraktionen, der durch Kupfer gefallte Teil /. 
der in Chloroform unlésliche Teil B und der im Chloroform 


lésliche C wurden nun weiter gereinigt und zwar, bei 4 und U 


in Form des EKsters. Die Menge von B war zu gering zu 
weiteren Fraktionierungen. 

Das Kupfersalz von A zunichst, mit einem Kupfergehalt 
von 5,4°/, Cu, wurde schart getrocknet mit 250 ccm 3,5 °/, iger 
alkoholischer Salzsiure iibergossen, durch Erwirmen gelést und 
eine Minute im Sieden gehalten. Aus der klaren Lisung ent- 
fernt man nun zweckmabig zunachst das Kupfer durch Ein- 
leiten von getrocknetem Schwefelwasserstoffgas. Nach noch- 
maligem, kurzem Aufkochen kann man von dem Kupfersulfid 
ohne grobe Schwierigkeiten heiB abfiltrieren. Beim Stehen des 
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| Filtrats bei Eistemperatur beginnt sich bald ein schwer lis- 


jicher Ester zu Boden zu setzen, Kérper 4,, von dem man 
dekantiert, um ihn dann mit 75 ccm gekiihltem absoluten 


| Alkohol aufs Saugfilter zu bringen, das, um Verluste durch 


Wiederauflésen zu vermeiden, mit Kis gekihlt wird. Man 
wischt erst mit Alkohol, dann mit Ather und trocknet iiber 


| Schwefelsiiure. Weitere Mengen des gleichen Kérpers gewinnt 


nan noch aus der ersten salzsiurehaltigen Mutterlauge durch 
Kinengen im Vakuum bei 50° Badtemperatur, Fallung mit 


| \ther und Wiederaufnahme der Fallung im heiBen absoluten 


Alkohol und nachtriigliche Abkiihlung. Man erhalt so ins- 


gesamt 12,5 g erste Fallung 4,. Aus der Mutterlauge der 
qweiten Halfte gewinnt man 4, durch Atherfallung in einer 
' Menge von 7g. 4, wurde nochmals aus 150 ccm absolutem 


Ajkohol umgelést, wodurch seine Menge auf 7,6 g zuriickging. 
Um den Korper 4, auf Einheitlichkeit zu priifen, wurde 


| bei einem Versuch ein Teil davon nach erstmaliger Abscheidung 
in vier, ungefahr gleich groBe Fraktionen geteilt, indem erst 


ein Teil aus viel Alkohol beim Abkiihlen abgeschieden wurde, 
jie wiedererhitzte Mutterlauge mit Essigester bis zur Triibung 
versetzt wurde, die Mutterlauge davon mit mehr Hssigester 
uid die letzte Mutterlauge schlieBlich mit Ather gefallt 
wurde. Nur die letzte Fraktion gab etwas abweichende 
Analysendaten (13,2°/, N), wahrend die iibrigen drei innerhalb 
der Fehlergrenzen iibereinstimmende Werte gaben (13,9 °/, N). 
In einem anderen Fall wurde der einmal umkrystallisierte 
Kérper mit einem dreimal aus Alkohol umgelésten verglichen, 
ohne daB sich eine Anderung in der prozentischen Zusammen- 
setzung feststellen lieB. Die Analyse des dreimal ungeldésten 
Kérpers ergab nach dem Trocknen im Vakuum bei 100°: 

0,1470 g Subst. gab. 0,2926 g CO, und 0,0884 g H,O. 

3,330 mg so, » 0,402 cem N (13° und 739 mm). 

7,403 mg __,, » 2,090 mg AgJ (Mikroiithoxylbest. nach Preg]). 

6,378 mg __s,, » 1,730mg ,, _ * “ 

0,3986 gs, », in 12 84g Eisessig gelést 0,067° Gefrierpunkts- 
erniedrigung. 

Gef. 54,30 %/, C 6,75 °/, H 14,02°), N 
Athoxyl 5,42 und 5,20°/,, Mol.-Gew. 1800. 
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Der Kérper 4, stellt ein feines, kérniges Pulver dar, das 
keine ausgesprochene Krystallform erkennen liBt. Er lést sich 
nur in Pyridin, Methylalkohol und warmem Athylalkohol, nicht 
in Wasser, Aceton, Essigester, Chloroform und Ather. Seine 
Loésung in Pyridin dreht die Ebene des polarisierten Lichts 
nicht merklich nach links. Er gibt Biuretreaktion; jedoch 
deutlich, wohl infolge seiner Unldslichkeit, erst nach lingerei 
Stehen oder kurzem Erhitzen mit der Lauge, dann aber selir 
stark. Mit dem Millonschen Reagens erfolgt keine Rétung. 

Die Fraktion 4, wurde nicht niher untersucht und aui- 
geteilt. Sie stellt offenbar ein Gemisch dar. Sie ihnelt in 
Léslichkeit, Kigenschaften und Zusammensetzung sehr 4,, nur 
fillt die Millonsche Reaktion positiv aus. Zur Analyse 
wurde A, tiber P,O. im Vakuum bei 65° getrocknet. 

0,1464 g Substanz gaben 0,2883 g CO, und 0,0857 g H,O. 

3,732 mg ss » 0,451 cem N (22° und 739 mm). 

5,779 mg i » 2,363 mg AJ (Mikroathoxyl nach Preg)). 

Gef. 58,72°/, C 6,55°, H  18,60°/, N, Athoxyl 7,84 °/,. 


Fiir den in Chloroform unlislichen Teil B hat sich ein 
geeignetes Reinigungsverfahren, das bei den kleinen zur Ver- 
fiigung stehenden Mengen ausgereicht hitte, nicht ausfinden 
lassen. Es wurde deshalb nur prozentische Zusammensetzung, 
das Aquivalentgewicht als Siure bei der Titration mit heiBer, 
wiBriger Lauge und die spezifische Drehung festgestellt. B list 
sich nur in Alkohol, wird daraus durch alkoholische Queck- 
silberacetatlésung gefallt, gibt Biuret- und Millonsche Reaktion. 
Zur Analyse wurde iiber P,O, im Vakuum bei 68° getrocknet. 

0,13817 g Substanz gaben 0,2478 g CO, und 0,0694 g H,O. 

3,199 mg ” » 9,363 cem N (24° und 736 mm). 

Gef, 51,33 %/, C 5,90 °/, H 12,63 9/, N 

0,4424 g@ Substanz verbrauchten bei ‘Titration mit n/10-Baryt 

(log ¢ = 02703) in der Hitze 11,9 cem. 
Aquiv.-Gew. Gef. 349. 


0,1795 g Substanz gaben, geliést in 96°/,igem Alkohol zu 10 ccm 
im 1 dem-Rohr « = — 0,47°. 


ee oe 9f 50 
(ali, oe 26,2 . 


Der in Chloroform lésliche Teil C schlieBlich wurde zur 
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weiteren Reinigung gleichfalls verestert, indem 30 g mit 250 ccm 


ajkoholischer Salzsiure von 3,5°/, kurz aufgekocht wurden. 


Der Alkohol wurde im Vakuum zur Hilfte abgedampft, mit 


' 300 com Chloroform versetzt, mit Wasser der Alkohol und 


' die Salzsiure fortgewaschen, mit Chlorcalcium getrocknet und 
| stark eingeengt. Auf Atherzusatz fiel das Veresterungsprodukt 
' in fester Form in einer Menge von 23 g. 


Das hier vorliegende Gemisch lieB sich nun trennen durch 


| das Verhalten gegen Essigester. Ein Teil von 4,4 g ist darin 
‘ iiberhaupt nicht léslich — Riickstand C —, ein Teil lést sich 
' beschrinkt in der Wirme und fallt beim Erkalten wieder 
'aus — C, — und ein letzter Teil ist in Essigester schon bei 
' Zimmertemperatur gut léslich — C,. Die Gesamtmenge der 
Fraktion C wurde mit 300 ccm Essigester bei Zimmertemperatur 
| digeriert, der ungeliéste Anteil einmal mit 500 ccm, dann 
_zweimal mit 1000 ccm Essigester ausgekocht und die Filtrate 
auf 150, bzw. je 75 ccm eingeengt. Es fiel ein feinkérniges 
Pulver, dessen Menge nach dem Stehen in der Kalte insgesamt 
1,6 ¢ betrug, Fraktion C,. Der im Essigester leicht lésliche 
_ Anteil wurde erst mit etwas Sodalésung geschiittelt, wodurch 
nicht veresterte saure Anteile entfernt wurden, dann, nach dem 


Trocknen mit Chlorcalcium, auf 50 ccm eingeengt, wobei in 
der Kalte eine Zwischenfraktion sich ausschied und dann die 


 Mutterlauge unter einer Glocke neben einer Schale mit Ather 
stehen gelassen. Es fielen so nicht erkennbar krystallinische 
' Krusten in dem MagBe, wie der Ather in die Essigesterlésung 
_ hineindiffundierte. Die Menge der als C, bezeichneten Fraktion 
| betrug 3,63 g. Sie umfaBte also die in Essigester am leichtesten 
| léslichen Teile. Die obige, vor C, schon beim Abkihlen aus- 
_ gefallene Zwischenfraktion und ebenso die ersten Mutterlaugen 


nach der Ausscheidung von C, wurden jede fiir sich noch 


weiter fraktioniert und die am schwersten lislichen Anteile, 
| soweit ihr Stickstoffgehalt dies zulieB, mit C, vereinigt. Im 
| ganzen wurden so 4,2 ¢ erhalten. 


Zur weiteren Rokiiacsin wurde C, in 100 ccm siedendem 
Aceton gelést, von wenigen Flocken absGileiiont und, nach dem 


: I Binomne mit 200 ccm Essigester versetzt, wodurch 3 g wieder 
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ausfielen, die abgesaugt, mit Essigester und Ather gewasche; 
und im Vakuum iiber Phosphorsiureanhydrid bei 65° getrockne 
wurden. 
C,: 0,1662 g Subst. gab. 0,3270 g CO, und 0,0960 g H,O. 
0,13865¢ ,, » 09,2679 g CO, und 0,0803 g H,O. 
3,600 mg __,, 5 0,417 ccm N (22° und 738 mm). 
4,006 mg _,, » 0,976 mg AgJ (Mikroithoxyl nach Pree)), 
Gef. 53,689/, C 6,46 °/, H 13,02 °/, N 
53,57 6,58 ,, 
Athoxyl 4,67 %/,. 
0,3071 g Subst. gab., gelést in 11,84 g Eisessig, eine Gefrier. 
punktserniedrigung von 0,125°. 
Mol.-Gew. Gef. 835. 
0,3179 g Subst. gab., gelést in 96°/,igem Alkohol zu 10 cew, 
im 1 dem-Rohr « = — 0,72°. 
[a)}p° = — 23,2°. 
Die Léslichkeit dieser Fraktion C, und gleichzeitig you 
C, ergibt sich teilweise schon aus ihrer Darstellung. Beide 
sind unléslich in Wasser, Ather, Benzol, lésen sich aber in 
Aceton und Alkohol, C, sehr schwer in Essigester. Sie geben 
beide, besonders nach gelinden Erwirmen mit Lauge, starke 
Biuretreaktion, dagegen keine Millonsche Probe. Sie sind 
beide optisch aktiv und zwar linksdrehend. 
C,: 0,1302 g Subst. gab, 0,2738 g CO, und 0,0692 g H,O. 
4,830 mg _,, ;, 9,495 ecem N (10° und 737 mm). 
3,775 mg ,, » 0,388 eem N (10° und 737 mm). 
Gef. 57,87% C 5,95% H 11,99, 11,84°/, N 
5,817 mg Subst. gab. 2,301 mg AgJ (Mikroithoxyl nach Preg!). 
Athoxyl Gef. 7,59. 
1,0769 g Subst. gab., gelést in 10,19 g Eisessig, eine Gefricr- 
punktserniedrigung yon 0,589°. 
Mol.-Gew. Gef. 700. 
0.2423 g Subst. gab., gelést in 96°/,igem Alkohol zu 10 ecu, 
im 1 dem-Rohr « = — 0,77°. 


[a]7° = — 31,8° 


6. Totale Hydrolyse der Einzelfraktionen der Elastinschmelze. 


Das Ergebnis der totalen Hydrolyse ist schon in Tabellen- 
form im allgemeinen Teil wiedergegeben. Hier muB zuniichst 
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das eingeschlagene Verfahren noch etwas niher beschrieben 
| werden. 


3—5 g der zu hydrolysierenden Fraktion wurden in 40 


' pis 60 com konzentrierter Salzsiure durch Erwirmen auf dem 
'Wasserbad gelést, dann 6—8 Stunden unter Riickfiu8 erhitzt, 
-wobei es zwar zur Dunkelfarbung, jedoch nur bei einzelnen 


Fraktionen zu einer geringen Kohleabscheidung kam, und 


'schlieBlich die Salzsiure auf dem Wasserbad méglichst ab- 


sedampft. Bei Gegenwart gréBerer Menge Phthalsiure begann 
diese sich abzuscheiden, sonst erst nach dem folgenden Ver- 
diinnen des Sirups mit wenig Wasser und Stehenlassen in der 
Kilte. Die Phthalsiure wird abfiltriert, der Rest durch drei- 
maliges Ausschiitteln mit 75 com Ather extrahiert und die 
Gesamtmenge gewogen. 

Die wiBrige Lésung der Aminosiure-Chlorhydrate wurde 
sodann im Vakuum vollig eingedampft, zuletzt unter Zusatz 
von absolutem Alkohol, dann wieder mit wasserfreiem Alkohol 
aufgenommen und durch Einleiten von Salzsiiuregas verestert, 
eingedampft und abermals verestert. Man lift in der Kalte 
stechen, um etwa vorhandenem Glykokollester-Chlorhydrat Ge- 
legenheit zur Abscheidung zu geben. MHierbei war ein 
charakteristischer Unterschied zwischen den Fraktionen 4A und 
den tibrigen, indem die Lésung der ersteren klar blieb, wihrend 
sich aus den iibrigen ein dicker Krystallbrei abschied. Die 
Mutterlauge wurde unter stark vermindertem Druck bei einer 
Badtemperatur von 40° vollig eingedampft, in 100 ccm Methyl- 
alkohol gelést und das Chlor quantitativ durch Zugabe von 
n l-Natriummethylatlésung gebunden. Man titriert zu dem 
Zweck einen aliquoten Teil der Liésung nach Volhardt. 
Die Hauptmenge des Kochsalzes wurde entfernt durch reich- 
lichen Atherzusatz, in einen groBen Destillationskolben ab- 
iltriert und das Filtrat bei Zimmertemperatur im Vakuum 
vorsichtig abgedampft. Die entweichenden Dampfe wurden 
durch zwei gut gekiihlte Vorlagen mit verdiinnter Salzsiure 
geleitet. Mit den Ather-Methylalkoholdimpfen ging der etwa 
noch vorhandene Rest an Glycinester und der Alaninester mit 
iiber: die Alaninfraktion. Es ist allerdings zweifelhaft, ob das 
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Alanin so ganz vollstindig iibergetrieben wurde. Das sal). 


saure Destillat wurde dann auf dem Wasserbad eingedampf, 


der krystallinische Riickstand gewogen und auf Glycin wife 


Alanin untersucht. Zur Abscheidung von Glycin wurde aber. 
mals verestert und Glycinester-Chlorhydrat zur Abscheidun 
gebracht, Alanin wurde nach der Verseifung des Esters und 
Entfernung des Chlors als freies Alanin durch Analyse und 
durch seine Benzoylverbindung, teilweise auch durch die 
Phthalylverbindung charakterisiert. 

Die im Destillationskolben bei der ersten Destillatioy 
zuriickbleibenden, bei Zimmertemperatur nicht mit iiber. 
gegangenen Ester wurden zuniichst in 50 com Ather aut 
genommen, von Kochsalz abfiltriert und mit 30 ccm Wasser 
in kleinen Portionen durchgeschiittelt. Im Ather zuriick blieben 
Phenylalanin und — bisher nicht bekannt — Leucin. Leucin 
ist als Kupfersalz und freie Siure weiter zu charakterisieren, 
fir Phenylalanin bleibt bei Gegenwart von Leucin nur die 
Probe von E. Fischer’), Auftreten von Phenylacetaldehyd und 
Benzoesiuregeruch bei der Oxydation mit Chromsiaure. Die 
Ester der iibrigen Aminosauren, die im Wasser geldést blieben, 
noch aufzuteilen, gelang nicht. Nur das im Alkohol ldsliche 
Prolin lieB sich durch wiederholtes Aufnehmen der durch 
Kochen mit Wasser verseiften Ester in Alkohol abtrennen und 
auf dem Umweg iiber das Kupfersalz weiter reinigen. ls 
Kontrolle hatte man hier auch das Auftreten der Fichtenspan- 
reaktion. 

Nach dieser Methode wurden die einzelnen Fraktionen 
aufgeteilt und folgendes, in der Tabelle 1 schon wiedergegebenes 
Ergebnis erzielt: 4,, angewandt 3,53 g, ergaben 0,37 g Phthal- 
siure, 0,44 g Chlorhydrate iiberdestillierter Aminosduren, 0,41 ¢ 
Ester, die sich aus der Atherlésung nicht durch Wasser aus- 
schiitteln lieBen und 1,34 g in Wasser leicht lésliche Ester, 
darunter 0,16 g Prolin, als Kupfersalz gewogen. Bei 4, wurde 
groBe Sorgfalt auf den Nachweis von Glycin gelegt, das Resultat 
war jedoch vollig negativ. Weder ergab sich eine Ausscheidung 





1) Diese Zs. Bd. 33, 8S. 174 (1901). 
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' yon Glycinester-Chlorhydrat beim Stehenlassen des Ver- 
' esterungsgemischs, noch fiel aus dem iiberdestillierten Teil 
» etwas aus bei nochmaliger Veresterung. Daf der iiberdestillierte 
’ Teil Alanin war, ergab die Analyse der freien Siure, wie sie 
'qus dem Verdampfungsriickstand ohne weitere Reinigung ge- 
'wonnen war. Der Stickstoffgehalt war 15,6°/,, wihrend sich 
‘fir Alanin 15,7 berechnet. Die Gegenwart von Glycin hitte 
‘sich in einer Erhéhung des Stickstoffgehalts anzeigen miissen. 


4,952 mg Substanz gaben 0,686 ecm N (16° und 722 mm). 


DaB man es mit d-Alanin zu tun hat, lieB sich dadurch 


zeigen, da® man die Aminosiure durch Schmelzen mit Phthal- 
' siureanhydrid in ihre Phthalylverbindung verwandelte. Schmelz- 
» punkt 150—151°, den auch E. Fischer fiir Phthalyl-d-Alanin 
‘angibt, wahrend der Razemkiérper bei 164° schmilzt. Auch 
‘ hiernach ist die Gegenwart von Glycin sehr unwahrscheinlich, 
}das bei 192° schmilzt. Im Kérper 4, ist kein Glycin ent- 


halten. Die Leucinfraktion, die positive Probe auf Phenylalanin 


' bei der Oxydation mit Chromsiure gab, enthielt im wesent- 
lichen wohl Leucin, das als Kupfersalz zur Analyse gebracht 
' wurde. Die Prolinfraktion wurde gleichfalls als Kupfersalz 
'or Analyse gebracht. Sie ergab aber einen etwas zu 
| hohen Stickstofigehalt von 10,4°/, statt 9,6°/, N, wahrend 
_ Kupfergehalt und Krystallwasserbestimmung auf die Formel 
i CH,O,NCu,-H,O passende Werte ergaben. 


Zur Hydrolyse von A, wurden 5,17 g angewandt, woraus 


erhalten wurden 0,80 g Phthalsiure, 0,76 g¢ Chlorhydrate der 
_ Alaninfraktion, 0,34 g Leucinfraktion, als freie Siure gewogen 
und 1,49 g nicht aufgeteilter Rest. Wiahrend eine direkte Ab- 
| scheidung von Glycin aus der Gesamtheit der veresterten 
| Aminosiuren nicht gliickte, enthielt die abdestillierte Alanin- 
| fraktion einen kleineren Prozentsatz. Es wurden durch Ver- 
| esterung dieser Fraktion 0,17 g Glycinester-Chlorhydrat ab- 
» geschieden. Das Leucin konnte teils als solches, teils als 
' Kupfersalz abgetrennt werden. 


Die Fraktion 4, von der 3 g hydrolysiert wurden, ergab 


0.49 g Phthalsiure, 0,79 g Glycinester-Chlorhydrat, das sich 
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direkt aus dem Veresterungsgemisch ausschied. Leucin jo) 
sich tiber das Kupfersalz isolieren, jedoch zeigten mehrey: 
Fraktionen einen bis zu 1°/, zu hohen Stickstoffgehalt, als, 
wohl Beimengung einer Aminosdiure mit kleinerem Molekulay. 
gewicht. Eine Prolinfraktion wurde nicht erhalten. 

Die Fraktion C,, von der 2,45 g hydrolysiert wurden, 
ergab 0,43 g Phthalsiure, 0,80 g Glycinester-Chlorhydrat, 0,14 ¢ 
Chlorhydrate der Alaninfraktion, 0,75 g Chlorhydrate dy 
Leucinfraktion und einen nicht aufgeteilten Rest von 0,27 », 
Die Prolinfraktion war wieder sehr klein. 

Die Fraktion C, schlieBlich, von der 4,45 g hydrolysiert 
wurden, ergab 1,28 g Phthalsiure, 1,61 g Glycinester-Chlor- 
hydrat, 0,45 g Chlorhydrate der Alaninfraktion, in der Haupt. 
sache nur noch aus d-Alanin bestehend, 0,60 g Leucinfraktion, 
aus der sich leicht reines Leucin isolieren lieB, 0,22 g Prolin- 
fraktion und 0,4 nicht aufgeteilter Rest. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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Eine einfache und schnelle Methode zum Trocknen von 
Organen. 
Von 


Jitsuichi Hagihara. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Juli 1923.) 


Methoden zum Trocknen von tierischen Organen sind von 
verschiedenen Autoren angegeben, sie alle haben den Nach- 
teil, daB man entweder teure Apparate dazu notig hat oder 
da® langere Zeit erforderlich ist, um die Organe im Luftstrom 
oder im Vakuum zu trocknen. Nun ist seit langer Zeit ein 
Verfahren bekannt, zuerst von Rapp!) angegeben, nach dem 
sich die Hefe mit Leichtigkeit in ein trocknes Pulver, das so- 
genannte Zymin, verwandeln 1laBt. Auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Steudel habe ich nun versucht, das Aceton- 
trocknungsverfahren auf tierische Organe zu iibertragen und 
die mit diesem Verfahren erhaltenen Resultate sind so gut, 
daB sich die Methode zur allgemeinen Anwendung empfiehlt. 

Als ein Beispiel der Verarbeitung eines Organs midge 
folgender Versuch beschrieben sein: 

Eine frisch aus dem Schlachthause bezogene Rindermilz 
von 502 g Gewicht wurde in der Fleischmaschine zu einem 
feinen Brei zermahlen, der in einer geriumigen Reibschale 
mit 500 ccm Aceton verrieben wurde. Schon wihrend des 
Verreibens nahm der weiche Milzbrei eine hirtere Beschaffen- 
heit an, die sichtlich zunahm, als nach einiger Zeit das Aceton 


') Albert, Buchner u. Rapp, Chem. Ber. Bd. 35, S. 2376 (1902). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXXI. i 
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abgegossen und der Organbrei mit neuen Mengen Acetons 
verrieben wurde. Im ganzen wurde das Verreiben mit neuen 
Mengen Aceton dreimal wiederholt, jedesmal wurden etwa 
500 ccm gebraucht. Dann wurde der nunmehr schon pulverig 
gewordene Riickstand mit etwa 1000 ccm Ather verrieben, der 
Ather nach einiger Zeit abgesaugt und das zuriickbleibende 
Pulver zum Trocknen auf Filtrierpapier ausgebreitet. Nach 
kurzem Liegen an der Luft trocknete die Masse zu einen 
feinen Pulver ein, das mit Leichtigkeit in der Reibschale 
weiter zerrieben werden konnte. Man konnte die binde. 
gewebigen Bestandteile durch ein Haarsieb abtrennen und er. 
hielt nach wenigen Stunden Arbeit die Bestandteile der Milz 
in Form eines feinen staubenden Pulvers, das nunmehr noch 
92 g wog, davon waren 13 g Bindegewebe. 

Die in Aceton léslichen Bestandteile der Milz kann man 
natiirlich auch mit Leichtigkeit in haltbarer Form gewinnez, 
wenn man den Acetonauszug bei niederer Temperatur im 
Vakuum abdestilliert. Man erhilt dann ein dickes Extrakt, 
das sich beliebig lange konservieren 1aBt. 

Mit einer eingehenderen chemischen Untersuchung sowoll 
des Milztrockenpulvers wie des Acetonauszuges bin ich zurzeit 
beschaftigt. 
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Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 
IV. Mitteilung.’) 
Von 


H. Steudel und E. Takahashi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1923. 


In mehreren vorhergehenden Mitteilungen sind einige 
Resultate beschrieben worden, die bei der Untersuchung von 
frischen, reifen Heringseiern im hiesigen Institut erhalten 
worden sind: es war der in den Eiern hauptsichlich vor- 
kommende KiweiBkérper niher untersucht worden, ferner waren 
die Eischalen einer genaueren Untersuchung unterzogen worden 
und endlich waren die Methoden der minimetrischen Unter- 
suchung auf die Kier angewandt. Dabei hatten sich eine 
Reihe bemerkenswerter Resultate ergeben, auf die hier aber 
nicht niher eingegangen werden soll. Es mége nur erwahnt 
sein, daB die Menge der sogenannten Extraktivstoffe sehr gering 
sein muBte, denn bei der minimetrischen Untersuchung waren 
nur duBerst geringe Mengen z. B. von Kreatinin, Harnstoff und 
von reduzierenden Substanzen aufgefunden worden. Wollte 
man hier bessere und genauere Resultate erhalten, so mufte 
man Untersuchungen an sehr viel gréBerem Ausgangsmaterial 
unternehmen. Wir haben nun zu diesem Zweck eine groéBere 
Menge von frischen, reifen Heringseiern auf wasserlésliche 
Extraktivstoffe untersucht. Es kamen im ganzen 5 kg reife 
Kier zur Verarbeitung; sie wurden mit mehreren Litern 


) L. Diese Zs. Bd. 127, S. 211 (1928). II. Diese Zs. Bd. 127, 8. 220 
(1923). III. Diese Zs. Bd. 131, S. 60 (1923). 
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destillierten Wasser ausgekocht und das klare Filtrat jy 
Porzellanschalen auf dem Wasserbade eingeengt. Wibhrend 
des Eindampfens schieden sich noch geringe Mengen von Ki. 
weibstoffen in Flocken aus, von denen die Fliissigkeit durch 
Filtration getrennt wurde. So erhielten wir einen gelblichen 
Sirup, der leicht an Fleischextrakt erinnerte, aber immer noch 
typischen Fischgeruch besa8. Es standen uns schlieBlich 154 
dieses Sirups zur Verfiigung. 

Orientierende Farbenreaktionen ergaben folgendes: Millons 
und Hopkins Reaktion sehr schwach, Biuretreaktion noch 
deutlich vorhanden, starke Diazoreaktion, Jaffésche und 
Weylsche Reaktion schwach, keine Reduktion von Kupfer. 
oxyd. ‘Trocken erhitzt lieferte der Sirup ein wolliges Sublimat 
und einen starken Geruch nach Amylamin. 

Ks wurde nunmehr der Sirup in heiBem Wasser aut. 
genommen, von einem geringen unléslichen Riickstande abfiltriert 
und auf etwa einen Liter aufgefiillt, auf 5 Vol.-°/, Schwetel- 
siure gebracht und mit Phosphorwolframsiure ausgefillt. So 
wurde eine Fillung und ein Filtrat erhalten. 


I. Der Phosphorwolframsaureniederschlag. 


Der Niederschlag wurde in der iiblichen Weise mit Baryt 
zersetzt, filtriert, aus dem Fitrat der iiberschiissige Baryt mit 
Kohlensiure entfernt und das neve Filtrat zur Trockne aui 
dem Wasserbade gebracht. Der Riickstand wurde mit heifem 
Wasser aufgenommen, mit Salpetersiiure angesiuert und mit 
Silbernitrat so lange versetzt, wie noch ein Niederschlag ent- 
stand. Nach eintigigem Stehen wurde der weibe flockige 
Niederschlag abfiltriert. 


A. Silbernitratniederschlag. 


Der Niederschlag wurde mit heiBem Wasser aufgeschwemmt, 
mit Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt, auf 
dem Wasserbade eine Zeitlang digeriert und filtriert. Der 
Riickstand wurde mit ammoniakhaltigem Wasser  sorgfiltig 
salpetersiurefrei gewaschen, dann mit Salzsiiure in der Wiirme 
zersetzt. Im Filtrat vom Chlorsilber entstand auf Zusatz von 





> de! 
Pfu 
x Sil 


e scl 


get 


| sta 


na 
+ no 
ett 
ZW 
(x 








t in 
rend 
. Ki. 
urch 
chen 
noch 
4g 


lons 
noch 

und 
ofer- 
imat 


aryt 
mit 
aut 
Bem 
mit 
ent- 


cige 


mt, 

aut 
Der 
ltig 
me 
von 


eee 
(it bipised 


Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 101 


' Ammoniak eine flockige Fallung, die nach einigem Stehen von 


: der Flissigkeit getrennt, in Natronlauge gelést und zentri- 
3 fugiert wurde. Die vollkommen klare Lésung wurde mit Essig- 
- siure ausgefallt, es entstand ein feiner, weiBer, flockiger Nieder- 
‘ schlag, der abzentrifugiert, mit Wasser und Alkohol gewaschen, 


getrocknet und gewogen wurde. Ausbeute: 0,11 g. Die Sub- 
stanz gab intensive Murexidprobe und Diazoreaktion, war aber 
nach den bei der Stickstoffbestimmung erhaltenen Werten 
noch nicht absolut rein. Die Stickstoffwerte lagen durchweg 
etwas zu niedrig fiir die fiir Guanin verlangten Zahlen, wir 
zweifeln aber trotzdem gar nicht daran, daB es sich hier um 
Guanin handelte. 


3,315 mg Substanz neutralisieren 7,6 cem '/,, n-Siure = 45,98 °/, N 
3,645 mg e - 8,3cem _,, » = 45,67°/, N. 
(Kjeldahl.) 
Berechnet fiir Guanin C,H;N,O 46,35°/, N 


Das ammoniakalische Filtrat von der Guaninfallung wurde 
zur Trockne gebracht, um das iberschiissige Ammoniak zu 
vertreiben, der Riickstand in wenig Wasser, das mit Salzsiure 
angesiiuert war, aufgenommen und mit pikrinsaurem Natron 
ausgefallt. Die Fallung wurde aus heifem Wasser umkry- 
stallisiert; dann schieden sich lange, prismatische Nadeln ab, 
die getrocknet 0,6 g wogen. Sie muBten noch dreimal aus 
heiBem Wasser umkrystallisiert werden, dann lag ihr Schmelz- 
punkt bei 280°. Bei der Mikrostickstoffbestimmung nach 
Dumas wurde aber ein Stickstoffwert gefunden, der etwas 
niedriger war als der fiir Adeninpikrat verlangte. Trotzdem 
ist die Substanz zweifellos Adenin gewesen. 

4,460 mg Substanz gaben 1,10cem N (t = 16°, p = 76,1cem) = 
29,17 °/, N. 

Berechnet fiir Adeninpikrat C,H,N;-C,H,N,O, 30,77°/) N 

Das Filtrat vom Adeninpikrat wurde noch einmal mit 
ammoniakalischer Silberlésung ausgefallt, aber der jetzt ent- 
stehende Niederschlag war so gering, da8 sich eine weitere 
Verarbeitung nicht lohnte. 

Das Filtrat vom Silberniederschlag A wurde nunmehr 
so lange mit Silbernitratlésung versetzt, bis eine Probe mit 
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Barytwasser einen braunen Niederschlag gab. Dazu wurde) 
im ganzen 27g Silbernitrat verbraucht. Jetzt wurde yor. 
sichtig so lange Barytlésung zugegeben, bis eine Probe gegen 
eben neutralisierte ammoniakalische Silbernitratlésung keine, 
Niederschlag mehr gab. Der ausgefallene Niederschlag wurde 
abfiltriert und mit Barytwasser ausgewaschen. 


B. Erster Silberbaryiniederschlag. 

Der sorgfiltig ausgewaschene Niederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff bei schwach schwefelsaurer Reaktion zer- 
zetzt, das Filtrat vom Schwefelsilber mit Barytwasser bis zur 
schwach alkalischen Reaktion versetzt, filtriert und in da; 
neue Filtrat Kohlensiure eingeleitet, um den iiberschiissige: 
Baryt wieder zu entfernen. Das nunmehrige Filtrat wurde au! 
dem Wasserbade bei niederer Temperatur zur Trockne ge. 
bracht und mit wenig heiSem Wasser wieder aufgenommen. 
Nachdem von geringen Resten von Bariumcarbonat abfiltriert 
worden war, erhielt man ein hellgelbes Filtrat, das eine inten- 
sive Paulysche Diazoreaktion und ebenso eine starke Reak- 
tion mit Bromwasser nach Knoop gab. Die Fliissigkeit 
wurde nun mit alkoholischer Pikrolonsiurelésung ausgefiillt. 
Der Niederschlag (1,12 g) wurde noch dreimal aus siedendem 
Wasser umkrystallisiert, dann ergab die Stickstoffbestimmung 
nach Dumas folgende Zahlen: 

4,110 mg Substanz gaben 0,79 cem N (t = 16°, p = 76,0 cm) = 
22,70 %/, N. 

3,420 mg Substanz gaben 0,64ccm N (t= 15°, p = 76,1 cm) = 
22,20 %/, N. 

Berechnet fiir Histidin-dipikrolonat 
C,H,N;0,-2C,,H,N;O, 22,61, N 





Das vom Histidinsilber ablaufende Filtrat wurde mit fein- 
gepulvertem Baryt versetzt, der neue Niederschlag nach 
24-stiindigem Stehen abfiltriert und mit barythaltigem Wasser 
ausgewaschen. 


C. Zweiter Silberbarvtniederschlag. 


Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff bei schwach 
schwefelsaurer Reaktion zersetzt, aus dem Filtrat mit Baryt 
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die Schwefelsiure und der iiberschiissige Baryt mit Kohlen- 
siure entfernt und das nunmehrige Filtrat auf dem Wasser- 
bade bei niederer Temperatur zur Trockne gebracht. Von 


: geringen Mengen ungelésten Baryt nach der Aufnahme mit 
' heiBem Wasser abfiltriert, erhielt man ein schwach gelbliches 
: Filtrat, das mit Knochenkohle entfairbt wurde und dann mit 
- alkoholischer Pikrolonsiurelésung ausgefallt wurde. Es fielen 
: gelbe Krystalle, die einmal aus heiBem Wasser umkrystallisiert 
| wurden. Ausbeute etwa 1g (bei 110° getrocknet). Schmelz- 


punkt 226° 

3,820 mg Substanz gaben 0,80 cem N (t= 11°, p = 75,4cm) = 
24,98 °/, N. 
Berechnet fiir Argininpikrolonat C,H,,N,O,-C,,H,N,O; 25,62 °/) N 


D. Das Filtrat vom Silberniederschlag. 


Das Filtrat vom Argininsilber wurde mit Salzsiure vom 
Silber und mit Schwefelsiure vom Baryt befreit, auf 5 Vol.-°/, 
Schwefelsiiure gebracht und mit Phosphorwolframsiure wieder 
ausgefallt. Der gut ausgewaschene Niederschlag wurde mit 
Baryt zersetzt, der Baryt aus dem Filtrat mit Kohlensaure 
entfernt und das neue Filtrat eingeengt. Aus dem verbleibenden 
Rest wurden die letzten Spuren von Baryt mit Schwefelsiure 
entfernt und dann die Lésung mit alkoholischer Pikrinsiure- 
losung ausgefallt. Die Ausbeute an einmal aus heiBem Wasser 
umkrystallisiertem pikrinsauren Salz betrug 3,3 g. Beim 
raschen Erhitzen verkohlte die Substanz zwischen 230° und 240°. 

3,250 mg Substanz gaben 0,495 cem N (t = 11°, p = 75,4 em) = 
18,17 °/, N. 

4,100 mg Substanz gaben 0,620 ccm N (t= 11°, p = 75,4 em) = 
18,04 °/, N. 

Berechnet fiir Lysinpikrat C,H,,N.O,-CsHNO,),OH 18,67 °/, N 


II. Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag. 


Das Filtrat wurde mit Baryt von Schwefelsiure und 
Phosphorwolframsiiure befreit, der iberschiissige Baryt sorg- 
filtig mit wenig Schwefelsiure wieder entfernt und das schwach 
sauer reagierende Filtrat bei niederer Temperatur auf dem 
Wasserbade eingeengt. Zuerst krystallisierten anorganische 
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Salze aus, von denen abgesaugt wurde; dann erschienen bei § pil 


weiterem Kinengen groBe Mengen organischer Krystalle. Nach 
dem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser erhielt man schnee. 
weiBe Krystalle, die sich unter dem Mikroskop als zarte 
Blattchen erwiesen. Sie gaben keine Millonsche Reaktion 
und konnten also kein Tyrosin sein. Bei der Verbrennung 
erwiesen sie sich als iuBerst schwefelreich. Ihr Schmelzpunkt 
lag bei 260—261° Bei der Schwefelbestimmung nach Neu- 
mann wurden folgende Werte erhalten: 

0,1799 g Substanz gaben 0,0356 g BaSQ,. 


0,2133 g 9 » 0,0405¢ ,, 
Berechnet fiir Cystin C,H,.0,N.S, 26,69°/, S 
Gefunden 27,18, 26,08 °/, S 


N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl): 
4,540 mg Substanz sittigten 2,5 cem 1/70 n-Siure = 11,02 °/, N. 
Verlangt fiir Cystin 11,66°/, N 

Zur Bestimmung der optischen Aktivitiit wurden 0,1686 ¢ 
in 20 ccm Wasser gelést, aber im Dezimeterrohr lieB sich 
keine Drehung feststellen. Es mute sich also um d,]l-Cystin 
handeln. 

Diese Substanz machte bei weitem die Hauptmenge der 
Aminosiuren aus, die iibrigen waren in so geringer Menge 
vorhanden, daf eine weitere Trennung und Isolierung der 
einzelnen Monoaminosauren aussichtslos erschien. 

Wir haben noch versucht, nach den von Folin! 
empfohlenen colorimetrischen Methoden Tyrosin und T'rypto- 
phan zu bestimmen, aber in den uns noch zur Verfigung 


stehenden geringen Resten war kein sicheres Resultat mehr zu 
erhalten. 





Ks konnten also in dem Wasserextrakte von Heringseiern 
von uns folgende Substanzen nachgewiesen werden: 
Guanin, Adenin, Histidin, Arginin, Lysin und Cystin. 
Nach dem positiven Ausfall der Farbenreaktionen miissen 
wohl auch noch sehr geringe Mengen von Tyrosin und Trypto- 
phan und von Kreatinin vorhanden gewesen sein, und die 





1) Folin u. Looney, Jl. of Biol, Chem. Bd. 51, S. 421 (1922). 
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q Bildung von Amylamin beim trockenen Erhitzen der urspriing- 
| jichen Substanz ist ein Hinweis auf das Vorkommen von 
' Leucin, dessen Menge aber auch nicht betrichtlich gewesen 
» sein kann. Die Menge des Kreatinin haben wir in der vorigen 
1 Mitteilung!) auf ungefahr 0,0024 mg ftir 100 Kier geschitzt. 


Das Vorkommen einer so groBen Anzahl von Eiweib- 


- pausteinen in den wasserléslichen Bestandteilen der Heringseier 
ist wohl ein deutliches Zeichen dafiir, daB in den Kiern ein 
j lebhafter EiweiBumsatz stattfindet, wie ja auch von vornherein 
' qu erwarten ist. Da Guanin und Adenin auch nicht fehlen, 
' so muB auch die Nucleinsiure sich daran beteiligen. Auf- 
' fallend ist die groBe Menge von Cystin, die wir gefunden 


haben. Nimmt man an, da8 ahnlich wie die KiweiBkérper der 


| Spermien auch die Kier aus EKiweiSsubstanzen aufgebaut 
| werden, die in ihrer Zusammensetzung den KiweiBkérpern der 
 Muskeln nahe stehen, so kénnte man sich vorstellen, daB das 
' yon uns gefundene Cystin etwa beim Abbau eines myosin- 
 ahnlichen Kérpers entstanden sein kénnte. Denn das Myosin 


der Muskeln enthilt z. B. nach Chittenden und Cummins?) 
1,27 °/) S, wihrend das von uns untersuchte Ichthulin*) der 
Heringseier nur 0,89°/, S enthalt. Beim Umbau von Myosin 
in Ichthulin wiirde also eine groBe Menge Cystin abfallen 
kénnen. Man kénnte sich aber auf der anderen Seite auch 
denken, daB das Cystin dem wachsenden Embryo als Baustein 
dienen soll. Dann miiBte man schlieBen, daB dem Embryo 
der Bedarf an Schwefel zum groBen Teil in Form von Cystin 
geboten werden mu8, wihrend z. B. der Bedarf an Phosphor- 
siure fiir den Aufbau der Nucleinsiiure (und der Phosphatide) 
von dem wachsenden Embryo gré8tenteils durch anorganische 
Phosphate gedeckt werden kénnte, die man in reichlichen 
Mengen in den Wasserextrakten finden kann. Eine Ent- 
scheidung zwischen diesen Méglichkeiten lift sich heute an- 
gesichts unserer geringen Kenntnisse iiber den embryonalen 
Stoffwechsel an und fiir sich schwer treffen. Man kénnte 


') Diese Zs. Bd. 131, S. 60 (1923). 
*) Studies from Yale College, New Haven Bad. 3, S. 115 (1889). 
5) Diese Zs. Bd. 127, S. 211 (1928). 
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endlich auch noch an die Méglichkeit denken, daB das Cystiy 
zu den besonders leicht abspaltbaren Aminosiuren der Kiweig. 
kérper der Kier gehére, aber wenn man bedenkt, daB wi 
neben Cystin noch simtliche bisher bekannten basichen Spalt. 
stiicke der Kiwei8kérper aufgefunden haben, so erscheint un; 
diese Méglichkeit nicht besonders naheliegend. 

Inwieweit die von uns gefundenen Kérper iiberhaupt 
Aufbau- oder Abbauprodukte vorstellen, laBt sich nicht sagen, 
Ks mangelt jede Analogie. Selbst bei dem im allgemeinen 
doch so gut untersuchten Hiihnerei ist iiber wasserlisliche 
Extraktivstoffe nur sehr wenig bekannt. Wer kann aber heute 
daran denken, an solchen Objekten wie Hiihnereiern grifer 
angelegte Untersuchungen zu unternehmen! 
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Zur Kenntnis 
der Sorptionsfahigkeit von Metallhydroxyden. I. 
Von 
H. vy. Euler und Ragnar Nilsson. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1923. 


Die Versuche, welche wir hier mitteilen wollen, betrefien 
die Frage, inwieweit Sorptionen an Metallhydroxyden als rein 
chemische Erscheinungen und inwieweit Sorptionsgleichgewichte 
als chemische und zwar hydrolytische Gleichgewichte behandelt 
werden kénnen. 

Die Schwierigkeiten einer diesbeziiglichen Untersuchung 
liegen in erster Linie darin, daB sich Suspensionen von Metall- 
hydroxyden in der Regel nicht in einem stabilen Lésungs- 
gleichgewicht befinden, und daf sich demgemiB auch die elektro- 
chemischen Eigenschaften solcher Metallhydrate, z. B. von 
Aluminiumhydroxyd, nur schwer definieren lassen. Immerhin 
soll untersucht werden, wieweit eine Beschreibung der Sorption 
an Aluminiumhydroxyden fihrt, die davon ausgeht, daB Al(OH), 
als amphoterer Elektrolyt fungiert; dieser Voraussetzung zu- 
folge wiirde der Ubergang Al(OH), —> Al-O-OH + H,O baw. 
2 AOH), —> Al,O, +2H,O in erster Linie durch den iso- 
elektrischen Punkt des Hydroxydes bestimmt werden und die 
Dehydratation also eintreten, wenn der isoelektrische Punkt 


iiberschritten ist. 
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Der Ausgangspunkt fiir die Sorptionsuntersuchungen de; 
hiesigen Laboratoriums waren die Sorptionserscheinungen, 
welche an Enzymen eintreten, und es handelt sich auch hie; 
fiir uns um die Beantwortung der Frage: Liegt der Bindung 
zwischen Tonerdehydrat und z. B. Saccharase die Bildung eine; 
Aluminiumsalzes der Saccharase zugrunde, und in welchen 
Verhiltnis steht diese Salzbildung zu derjenigen, welche mit ge. 
lésten Basen eintritt und welche zu einer (reversiblen) Inakti. 
vierung der Saccharase fiibrt. 

Um die fiir die Sorption der Saccharase und verwandter 
Stoffe maBgebenden Eigenschaften hervortreten zu lassen, haben 
wir vergleichende Versuche mit einem zweiten Metallhydrat 
angestellt, und zwar haben wir dazu Lanthanhydrat ge. 
wahlt; dieses Hydroxyd ist, wie Aluminiumhydroxyd, in Wasser 
auBerordentlich schwer léslich, es unterscheidet sich aber von 
Aluminiumhydroxyd dadurch, daB seine sauren Eigenschaften 
ganz zuriicktreten, daB es somit nicht als Ampholyt, sondern 
als reine Base fungiert. 

Wir haben dann im AnschluB an eine von Euler und 
K. Erikson’) begonnene Untersuchung verschiedene Aluminiun- 
hydroxydpraparate elektrochemisch zu kennzeichnen versucht, 
indem wir die sich zunichst einstellenden Gleichgewichte 
zwischen diesen Hydroxyden und Siuren bestimmten, und 
zwar durch Messung der Aciditatsinderung, welche auftreten, 
wenn Aluminiumhydroxydsuspensionen mit Saiurelésungen?2) von 
bestimmter Aciditaét gemischt werden. AuBer den Alteren, 
qualitativen Angaben von van Bemmelen und besonders der 
neueren chemischen Bearbeitung der Alumiumhydroxyde durch 
Willstatter und Kraut’) liegen ganz kirzlich nach Abschlub 
unseres Semesters erschienene Messungen von Kohlschiitter 
und Neuenschwander‘) vor, welche sich allerdings ebenfalls 





) Euler u. Elsa Erikson, Diese Zs, Bd. 128, S.1 u. 9 (1923). 


*) Entsprechende Messungen mit Basen sollen bald mitgeteilt 
werden. 


*) Willstatter u. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 u. 1117 
(1923). 

*) Kohlschiitter u. Neuenschwander, Ztschr. f, Elektroch. 
Bd. 29, S. 246 (1923). 





Z 


S aut 
| Mal 
» tris 
zun 
S ist 
| fass 
Mel 


f re 











Zur Kenntnis der Sorptionsfihigkeit von Metallhydroxyden. I. 109 


auf erheblich konzentriertere Saiurelésungen beziehen, und als 
| MaB fiir den Verlauf der Vorginge die Anderung des elek- 
trischen Leitvermégens wahlen. Der Grund, weshalb wir uns 
' zunichst an die ganz verdiinnten Lésungen gehalten haben, 
ist folgender: Gem&B einer schon friiher genannten Auf- 
' fassung?) ist fiir die stabilen Gleichgewichte zwischen amphoteren 
- Metallhydroxyden und den Anhydriden der isoelektrische 
| Punkt der Hydrate maBgebend, entsprechend dem Schema: 


OH- 
vail 
\o H+ 


? 


' nun scheint es, da® der zeitliche Verlauf der Anhydrisierung 
' von kolloiden Ampholyten, soweit nicht eine innere Salzbildung 
'in Frage kommt, ein durch Séiuren und Basen katalysierbarer 
| Vorgang ist, so da8 also die Reaktion Metallhydroxyd —> An- 
| hydrid dem Ubergang Oxysiiure —> Lacton analog ist. AuBer 
| diesen Einfliissen treten in Lisungen konzentrierter und mibig 
_konzentrierter Siuren und Basen noch die Léslichkeits- 
' beeinflussungen und Ausflockungen durch die Ionen (elektro- 
| statischen Ladungen) hervor, welche bei Kolloiden der theore- 
 tischen Behandlung noch ganz unzuginglich sind. 


I. Uber das Verhalten einiger Praparate von Lanthanhydroxyd 


und Aluminiumhydroxyd zu Sauren. 
Lanthanhydroxyd. 
Das Lanthanhydroxyd wurde aus reinem Lanthansulfat dar- 


 gestellt, und zwar durch Fallen bei 18° mit KOH; Praparat A. 


Es wurde durch hiaufiges Dekantieren mit Wasser ge- 


reinigt, bis das Waschwasser sulfatfrei war. 


Die Konzentration der Suspension wurde durch Abdunsten 


' und Glihen in der Platinschale bestimmt und betrug 14,6 mg 
| La,O, im Kubikzentimeter. 


Wir haben an unserem reinen Priparat die Léslichkeit 


| festgestellt: Nach 12 stiindigen Schiitteln bei Zimmertemperatur 





1) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kermi Bd. 1, 8. 77 (1903); H. v. 
Kuler u. U. vy. Euler, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 124, S. 70 (1922). — Siehe 
| auch Kohlschiitter, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 111, 8. 193 (1920). 
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(18°) lieferten 50 ccm Filtrat, in einer Platinschale einen Gli}. 
riickstand von 2 mg pro Liter; die Liésung ist demnach runj 
0,00004 normal. Die Léslichkeit wird durch Erhitzen nich; 
gesteigert; nach 5 Minuten langem Kochen gaben 10 ccm de 
Filtrates keinen wigbaren Riickstand. 

Die Aciditit der gesittigten Lanthanhydroxydlisung war. 


colorimetrisch (mit m-Nitrophenol) bestimmt . . p, = 6,8, 
elektrometrisch bestimmt. . . . . . . . « Py = 6,55, 


Diese Werte sind zweifellos durch die Kohlensiiure der 
Atmosphire beeinfluBt; die Dissoziation des Lanthanhydrates, 
welches als Base zwar Aluminiumhydroxyd an Stirke iiber. 
trifft, aber immer noch schwach dissoziiert ist, wird durch das 
Carbonat zuriickgedringt. 

Schiittelt man die Hydroxydsuspension mit Indicatorenlésungen 0 
werden die Salzbildungen an der Oberfliche des Hydrates erkennbar. 

Bei der Mischung unserer Suspension mit dem gleichen 
Volumen 0,0002 n-Schwefelsiure erhielten wir: 


Minuten PH 
0 4,26 (Schwefelsiiure + Wasser) 

16 5,38 

200 5,23 


Der nach 30 Minuten erhaltene Grenzwert verblieb konstant. 


Aluminiumhydroxyd. 

Es kamen 2 Priparate von Aluminiumhydroxyd zur Unter- 
suchung, naimlich 

1. Ein friiher von K. Myrback dargestelltes, welches 
bereits friiher beschrieben und untersucht wurde; es war durch 
8 stiindiges Kochen von Aluminiumsulfat mit NH,: erhalten 
und entsprach dem von Willstitter und Racke zur Sorption 
von Saccharase verwendeten. 

2. Ein mit Kohlensiure aus Aluminat bereitetes Hydroxyd; 
wir stellten es dar, wie Willstitter und Kraut (a. a. O.) ibr 
Praparat D, und wir bezeichnen es deswegen im folgenden 
auch mit diesem Buchstaben. 


Die Konzentration unserer Suspensionen betrug: 


A enthilt 18,0 mg Al,O, im Kubikzentimeter 
D ? 10,4 mg Al, Os ”? ” 
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Die elektrometrischen Aciditaétsbestimmungen lieferten: 
An dem Filtrat von A . . . py = 6,11 
” ” ” ” ee Pu = 7,9 bis 7,6. 


Das Resultat entspricht angenihert der Angabe von Will- 


4 stitter und Kraut (a.a. QO. 8. 152), daB alle beschriebenen 
' Sorten von Aluminiumhydroxyd auf Lackmus neutral reagieren. 


Bei der Mischung unserer Suspension A mit dem gleichen 


: Volumen 0,0002 n-Schwefelsiure erhielten wir: 


Minuten PH 
0 4,26 (ber. nach Mischung Schwefelsiiure + Wasser) 
30 5,85 konstant 


Zur Charakterisierung unserer Suspension A wurden einige 


' Versuchsreihen angestellt, bei welchen Essigsiurelésungen ver- 


_ schiedener Konzentrationen zugesetzt wurden. 


Wir haben jedesmal 10 ccm Suspension mit 10 ccm Essig- 


; siurelésung gemischt und je einen Kontrollversuch mit 10 ccm 


| Wasser + 10 com Essigsiiurelésung angestellt. Der zeitliche 


Verlauf der Kinstellung des Gleichgewichtes laBt sich nicht 
| verfolgen; das Gleichgewicht ist bereits nach 3 bis 5 Minuten 
 konstant. 


Unsere Versuche iiber die Einwirkung auf Aluminium- 


_ hydroxyd A kénnen wir in folgender Tabelle zusammenfassen: 

















In der Mischung PH 
Norm. d. mg-Mol mg-Mol Beginn der | Im Gleich- 
Siiure Siiure 1/, Al,O, Reaktion gewicht 
0,05 _. | 3,5 3,06 3,67 
0,002 | 0,04 | 3,5 3.67 | 4,95 
0,001 | 0,02 | 3.5 3,88 | 5,87 





Aus den Spalten 2 und 3 der Tabelle wird deutlich, daB 
die Mischungen einen bedeutenden Uberschu8 von Aluminium- 
' hydroxyd enthalten, daB aber trotzdem die Saure nicht voll- 
_ standig neutralisiert wird, da vielmehr diese Neutralisation um 
| So weniger weit geht, je gréBer die Konzentration der Siure in der 
| Mischung ist. Aus der graphischen Darstellung (Fig. 1) kénnte 
man auf die Saurekonzentration extrapolieren, bei welcher keine 
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py-Anderung mehr eintritt (rund p, 2,6). Sofern ein echtes 
Gleichgewicht vorhanden ist, muB in einer solchen Lisung die 
Konzentrationen der OH-Ionen bei 18° 10~"** betragen, und, 
falls tatsichlich keine Reaktion zwischen Essigsiure und dem 
Tonerdehydrat eintritt, so muB dieses den daraus berechen. 
baren sauren Dissoziationsgrad besessen haben, welchen man 
in erster Linie auf die Saure AlO-OH zuriickfiihren wiirde, 
Natiirlich erfordern diese Verhiltnisse erst eine nihere Prii- 
fung, bevor eine bindende Berechnung ausgefiihrt werden kann, 


II. Sorptionsversuche an Saccharaselosung. 


Die Saccharaselésung wurde aus Autolysesaft (Jf = 0,2) 
durch Fallung mit Alkohol, Zentrifugieren und Lésen des 
Niederschlages in Wasser hergestellt. Die so erhaltene Lisung 
ergab eine Konstante 4 = 131-1074, das Trockengewicht pro 
Kubikzentimeter betrug 0,0666 g. Somit war /f = 1,97. Nach 
Verdiinnen mit Wasser auf 50 Liter wurde an Aluminium- 
hydroxyd sorbiert. Die Sorption war vollstiindig; nach Ab- 
zentrifugieren wurde das Enzym mit einer Kaliumarseniat- 
lésung eluiert. Dabei ging der gréBte Teil der Saccharase in 
Lésung. Nach viertaigiger Dialyse durch Kollodiumsicke wurde 
gefunden k = 56-1074. Trockenriickstand 0,00245 g pro Kubik- 
zentimeter. Daraus Jf = 22,86. 

Die sorbierten Saccharasemengen sind in der Weise er- 
mittelt worden, daB je 10 ccm Enzymlésung mit einer wech- 
selnden Anzahl Kubikzentimeter der Hydroxydsuspension ver- 
setzt wurden. Nach !/, stiindigem Schiitteln wurde filtriert und 
in der klaren Lésung wurde die Reaktionskonstante in iiblicher 
Weise gemessen. 

Bei allen Inversionsversuchen war die Zusammensetzung 
der Loésung folgende: 


10 g Rohrzucker 79 cem Wasser 
20 ecm KH,PO,-Lésung 1 cem Enzymlisung (filtriert). 


Die Aciditiit dieser Liésung war somit py = 4,9. 
Unsere Resultate sind in folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt: 
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Lanthanhydroxyd. py = 6,0—6,4. 
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Aluminiumhydroxyd A. py = 6,0. 


10 cem Enzymlésung k-10! eeetaeaies sorbiert Beil. Nr. 
nach Sorption mit 0), °/, 
0 56 II, 1 
7,3 mg La,O, 48,7 91,3 8,7 3 
58,4 mg 19,4 48,5 51,5 I, 3 
92,0mg_i+s,, 12,9 37,5 2,9 I, 4 








Aus der Figur 














10 eem Enzymlosung ke 104 nicht sorb sorbiert Beil. Nr. 
nach Sorption mit 0/ 0/ 
: 7 oa 
0 56 II, 1 
4,52 mg Al,O, 36,2 66,25 33,75 HI, 5 
9,05 mg _s,, 19,2 36,0 64,0 II, 4 
18,1 mg ,, 0 0 100,0 II, 3 
54,3 mg ,, 0 0 1000 | iL2 


wird ersichtlich, daB unser Lanthan- 
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') Vgl. Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 129, S. 190 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CXXXI, 8 
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Beilagen zu den Versuchen mit Lanthanhydroxyd. 





Drehung 








Nr. | Minuten 

[1 0,5 3,18 — 
15 2,56 47,2 
30 1,96 49,5 
60 0,96 53,3 

1,2 0,5 3,18 — 
15 2.54 48,8 
30 2,05 45,3 
60 1,00 51,9 

1,3 0,5 3,17 _ 
15 2.88 21 
30 2,67 18,3 
60 2,19 19 

I, 4 0,5 3,21 — 
30 2.83 13,6 
60 2,55 43,1 


Beilagen zu den Versuchen mit Aluminiumhydroxyd M. 














Mittel 


50,0 


48,7 


19,4 


12,9 





mg La,O, 


7,8 
(0,5 Stdn. Schiitteln) 


wy 4p 


4.0 


(2 stdn. Schiitteln) 


92.0 





Nr. 


Il, 1 


IT, 


bo 


as 
“~~ 


iI, 


II, 4 


iL. 5 


Minuten 


0,5 
6 











Drehung 


3,02 
2,70 
2,51 
2,28 
2,08 


2,98 
2,91 
2,90 
2,92 
2,92 


3.00 
2,92 
2,87 
2,90 


3,12 
2,87 
2,59 
2,13 


2,98 
2,51 
*) 4 
2,15 


1,38 





k +104 


(64) 
56 
56 
56 





Mittel 


56 


19,2 


36,2 





mg Al,O, 


54,3 


18,1 


9,05 
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hydroxydpriparat erheblich schwicher sorbiert als das Alu- 
miniumhydroxyd A. Dies kann natiirlich auf der feineren 
Verteilung des letzteren Priiparates beruhen. Wesentlich 
scheint uns der Befund, daB einerseits am Lanthanhydroxyd, 
an welchem keine saure Dissoziation nachgewiesen werden 
konnte, welches also nicht als Ampholyt, sondern als reine 
Base fungiert, immerhin eine erhebliche Sorption der Saccharase 
eintritt, daB aber andererseits (wenigstens bei der untersuchten 
Aciditiit py = 6,0—6,4), die sehr viel gréBeren basischen EKigen- 
schaften des Lanthans dasselbe zu keinem besseren Sorptions- 
mittel fiir Saccharase machen als Aluminiumhydroxyd A. 
Dabei ist, wie schon erwahnt, allerdings zu bedenken, daB die 
beiden Hydroxyde weder hinsichtlich der Léslichkeit noch 
hinsichtlich des Verteilungsgrades iibereinstimmen. 
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Uber ein Amylasepraparat mit beschrinktem 
Spaltungsvermégen. 
Von 
Knut Sjibere. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1923.) 


1. Einleitung. 

Seit langem ist bekannt, daB die enzymatische Spaltung 
der Stiirke sich in hohem Grad verlangsamt und sogar aut- 
hért, ehe die Starke ganz und gar in Zucker umwandelt ist. 
Besonders in der Spiritusindustrie ist dies Verhalten unter- 
sucht worden, indem man passende Bedingungen fiir eine voll- 
stindige Zuckerbildung zu finden versucht hat. Durch Fort- 
schaffen der Spaltungsprodukte durch Girung oder Dialyse 
kann nach mehreren Angaben in der Literatur allmiihlich die 
ganze Stirkemenge in Maltose iiberfiihrt werden. Gewdhnlich 
geht die Hydrolyse so, daB der erste Teil der Starkespaltung, 
die Bildung von Dextrinen, die mit Jodlésung nicht blau ge- 
firbt werden, vollstiindig verliuft, indem diese Zwischenprodukte 
dann nur zum 60—80°/, weiter bis Maltose gespaltet werden. 
Verschiedene Angaben iiber die GréBe der gebildeten Zucker- 
menge ist Verschiedenheiten der Substrate und des Enzym- 
priiparates zuzuschreiben. Auch die Konzentration der Stiirke- 
lésung spielt in dieser Hinsicht eine Rolle. 

Man kann sich verschiedene Ursachen der Unvollstindig- 
keit der enzymatischen Spaltung der Starke vorstellen. Die 
Spaltungsprodukte kénnen eine hemmende Wirkung ausiiben. 
welche mit der Konzentration von diesen steigt. Wihrend 
der Hydrolyse gebildete kleine Mengen eines Fremdstofies 
kénnen auch die Enzymtitigkeit vermindern. Man kann sich 
denken, daB ein Gleichgewicht zwischen zwei in verschiedene 
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Richtungen verlaufenden Reaktionen: hydrolytischer Abbau 
und Synthese, vorliegt. SchlieBlich kénnte man diese Unvoll- 
stiindigkeit der Reaktion der Verschiedenheit des Stirke- 
komplexes zuschreiben. Die Starke bietet bekanntlich keine 
einheitliche Substanz dar, sondern besteht im  wesentlichen 
aus zwei Substanzgruppen, welche von Maquenne und Roux!) 
Amylose und Amylopektin genannt worden sind. Diese beide 
Gruppen werden von der Amylase mit verschiedenen Ge- 
schwindigkeiten angegriffen; nach alteren Angaben wird Amy- 
lose schneller als Amylopektin von Malzausziigen gespalten. 
Auch ,,ésliche Starke“ ist keine einheitliche Substanz, sondern 
stellt nach Samec?) zwei verschiedene Stoffe, der Erythro- 
und der Amylo-amylose dar. 

Von den Arbeiten, welche dies Problem behandeln, sind 
folgende zu nennen. Brown und Heron?) haben die Einwirkung 
von Maltosezusatz auf die Stirkehydrolyse untersucht, sie 
haben aber keine Hemmung feststellen kénnen. Sie folgten 
indessen nur dem Verschwinden der Stiirke mittels der Jod- 
reaktion, und dieser Teil der Reaktion verliuft wie oben ge- 
sagt am meisten vollstindig und braucht deshalb nicht in 
demselben MaBe wie die Zuckerbildung von der Maltose- 
konzentration abhingig sein. Griiss*) erhielt erst bei groBer 
Maltosekonzentration einen deutlichen Unterschied in die 
Hydrolysegeschwindigkeit. Eine Arbeit gréferer Bedeutung 
ist diejenige von Wohl und Glimm.°) Sie haben nicht nur 
den KinfluB der Maltose, sondern auch einer groBben Reihe 
anderer Zuckerarten untersucht und dabei haben sie teils die 
Zuckermengen bestimmt, welche nach gewisser Zeit aus Stiirke 
dhne und in Gegenwart von anderen Kohlenhydraten gebildet 
werden, teils haben sie auch die Zwischendextrine isoliert und 
mit diesen Spaltungsversuchen ausgefiihrt. Sie liefern folgende 
/usammenstellung einiger ihrer Ergebnisse, 





') Maquenne u. Roux, Ann. Phys. et Chim. Bd. 9, S. 179 (1906). 
*) Samec, Kolloidchem. Beihefte Bd. 10, S. 289 (1919). 

5) Brown u. Heron, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 199, S. 227 (1879). 
‘) Griiss, Landw. Jahrb. Bd. 25, 8. 399 (1896). 

5) Wohl u. Glimm, Biochem. Zs. Bd. 27, S. 349 (1910). 
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Zuckerzusatz auf Lésung] Stiirkeverzuckerung Diastasehemmung 
10° , Glucose 0 100 °, 
15°), Maltose 0 100 ° 
15°, Dextrin a 7°. 
20°’, Galaktose i. a8 *,, 
10° , Mannose %j. 20 | 
20°, Rohrzucker 1 0°. 
20",, Fructose 1 oO. 





Auch auf die Verzuckerung der Zwischenprodukte hat 
Maltose eine verzégernde Kinwirkung. Sie haben jedoch nich 
der Hydrolyse bis zum SchluB gefolgt, so daB man durch ihre 
Untersuchungen keine Auffassung dariiber erhielt, ob die 
Reaktion in Gegenwart von Maltose friiher abgebrochen wird 
als ohne. Nach Wohl und Glimm beruht die Verzigerungs. 
erscheinung daran, daB die Amylase sich zwischen die Stiirke 
und die Spaltungsprodukte verteilt, und bei einer gewissen 
Konzentration der letztgenannten ist die wirksame Oberfliche 
der Amylase nicht groB geniigend um weiter hydrolysieren zu 
kénnen. Die Stérung des Gleichgewichtes durch Fortschatffen 
der Maltose oder durch neu zugesetzte Stirkemengen mub 
eine neue KEnzymverteilung bedingen. Bei grofem Amylase- 
iiberschuB oder bei Zugabe neuer Mengen Amylase ist dann 
auch eine weitere Hydrolyse zu warten. 

In letzter Zeit ist es Lintner und Kirschner?) gelungen, 
das ,Grenzdextrin* durch kombinierte Wirkung von Diastase 
und Hefe zu vergirbarem Zucker abzubauen. 

Im folgenden werden diese Fragen weiter untersucht. 


2. Methodisches. 

Die Amylaselésung wurde in gewohnlicher Weise bereitet. 
Das Malz wurde mit Sand zerkleinert und zwei Tage mit 
kleinster Menge Wasser unter Toluolzusatz extrahiert. Die 
Masse wurde durch Tuch gepreBt, die Lésung filtriert und 
dann zwei Tage durch Kollodiumhiilsen gegen mehrmals er- 
neutes destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Lésung 
wurde noch einmal filtriert. Das Trockengewicht der so her- 
gestellten Amylaselésung betrug 0,076 °/, und 2 ccm gaben in 





1) Lintneru. Kirschner, Zs, f. angew. Chem. Bd. 36, S. 119 (1923). 
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19/, iger Stérkelésung einen Reaktionskonstant 4 = 0,032, nach 
der monomolekularen Formel 


berechnet (betreffs des Wertes von a siehe unten). Dies gibt 
§f = 6,3.) Eine solche Liésung behalt indessen nicht ihre 
Aktivitit, sondern im Anfang vermindert sie sich ziemlich rasch. 
Nach einigen Wochen wurde der Wert des Reaktionskonstantes 
k =0,017, welcher Wert sich dann ziemlich konstant zeigte. 


Die Reaktionsmischung betrug in diesen Versuchen 50 ccm 
(2ccm Enzymlésung) und der Verlauf der Spaltung wurde 
dadurch verfolgt, daB bei gewissen Zeiten 5 ccm pipettiert und 
15 com 2°/, ige Sodalésung zugesetzt wurden, wonach die ge- 
bildete Maltose nach der Bertrandschen Methode?) bestimmt 
wurde. In den Tabellen unten wird, wo nicht anderes angegeben 
ist, die Maltosemenge in 5 ccm mitgeteilt. In den Fallen, wo Mal- 
tose oder Glucose vor Beginn der Reaktion zugesetzt wurde, sind 
ihre Reduktionswerte zuerst bestimmt und die Werte der Tabellen 
sind schon dafir korrigiert worden. Die Mercksche ,,lésliche 
Stirke* wurde angewendet. Zum Erhalten bestimmter Wasser- 
stoffionenkonzentration wurden Phosphatmischungen benutzt. 
Die Phosphatkonzentration betrug in dem Reaktionsgemisch 
0,5°/,. PH= 5, wo nicht anderes angegeben ist. Temp. 17° C. 

Die Bertrandsche Methode der Zuckerbestimmung, welche, 
wie gesagt, in diesen Versuchen zur Anwendung kam, liefert 
sehr gute Ergebnisse und bietet keine Schwierigkeiten bei 
Gebrauch. Es ist jedoch sehr notwendig, da8 man mit ziem- 
lich frischen Lésungen arbeitet, weil sie sich bei Aufbewahren 
lingerer Zeit ein wenig veriindern, und man dann mehr Kupfer als 
die von Bertrand aufgestellten Tabellen angeben, erhielt. Dies 
Verhalten wurde zuerst bei Arbeiten mit Xylose vom Verfasser be- 
merkt und ist spiiter von Josephson’) betreffs Maltose unter- 
sucht worden. Dieser Umstand bedeutet jedoch keinen Nachteil 
der Methode, da die Lésungen immerhin einen Monat haltbar sind. 





1) Siehe Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, S. 219 (1920). 
2) Bertrand, Bull. Soc. Chim. [IIT] Bd. 35, S, 1285 (1906). 
*) Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1758 (1923). 
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In den ersten Verguchen galt es zu bestimmen, wievie! 
Zucker bei verschiedenen Stiirkekonzentrationen gebildet wurde 
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3. Versuche. 


a) Der Verlauf der Stirkespaltung. 


(Tab. I und IL.) 


Tabelle LI. 




































































0/, Stirke 0,50 1,00 4,00 
| ie i aegis ry l oo = Pe ean ee 
| Min. ane I — | « me | Ok 
Maltose Maltose | Maltose | 
5 8,3 0,070 9,0 | 0,081 11,0 | 0,0112 
10 12,1 0,071 15,3 | 0,031 20,0 0,0109 
20 15,3 _ 23,5 | 0,033 37,0 0,0115 
40 13,3 _ 27,0 | oo 56,2 0.0106 
60 _ — . aoa -< 
80 _ — a a 89,3 7 
100 _ _ 29,7 _ — 
150 “ we soe ™ 91,5 
180 — _ 31,5 _ ~ 
1200 (18,9) _— (32,0) — (103,2) 

a 15,0 —_ 30,0 — 90,0 ae 
ak | 1,06 — - eee ~ - —e6 sa 
Tabelle II. 

°/, Stirke 1,00 2,00 
Minuten ™s | k mg k 
Maltose | Maltose 

5 7,5 0,025 ~ ss 

10 10,7 0,019 11,2 0,011 
15 16,6 0,023 _ ws 

20 18,9 0,022 22,1 0,013 

35 _ _ 2,0 0,013 
40 23,9 0,017 — wi 
80 29,3 ss 47,7 - 
150 30,2 se 47,7 em 
1300 “ (51,9) ot 
a | 30,0 om | 50,0 = 
ak | 0,63 om | 0,60 sine 
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Aus diesen zwei Tabellen ergibt sich folgende Zusammen- 
stellung. 


Tabelle III. 





°/, Stirke 


0,50 1,00 2,00 4,00 








mg Maltose 


Max. theoret. 26,4 92,8 105,6 211,2 


gebildet nach 


°/, Maltose 
180 Min. 


gebildet nach 72 61 49 49 


°/, Maltose 
1200 Min. 














Man sieht also, daB die Zuckerbildung ziemlich friih auf- 
hirt und daf keine nennenswerte Nachverzuckerung stattfindet. 
Das Enzympriiparat ist auBerdem maltasefrei. Bei gréBeren 
Stirkekonzentrationen hért die Maltosebildung etwas friiher 
als bei schwicheren auf. Die Werte von a sind ohne Riick- 
sicht auf die langeren Versuchszeiten gewihlt. Man _ sieht 
auch von den Tabellen I und II, daB der Wert a& ziemlich 
konstant ist, was fiir die Giiltigkeit des Ausdrucks 

_~ . k+g Maltose 
a done g Dike 





Bedingung ist. 

Noch nach zwei Tagen waren die oben angegebenen Zucker- 
mengen nicht tiberschritten worden, aber dies ungeachtet wurde 
las Reaktionsgemisch von Jodlésung blau gefiirbt. Die an- 
vewandte Knzymlésung besa also nicht das Vermégen die 
ganze Starke in Dextrinen, die sich nicht mehr mit Jod farben, 
zu iiberfiihren. Da dies der Starke zugeschrieben werden 
kinne, wurde ein Versuch mit ,LLintner-Stirke“!) ausgefiihrt 
‘Tab. IV). Hier wurde in 1°/, iger Lésung nur 49 °/, der Stirke 
in Maltose iiberfiihrt und auch hier firbte sich die Lésung 
die ganze Zeit mit Jod blau. 


a ne 


1) Vgl. Lintner, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 34, S, 378 (1886). 
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Tabelle IV. 
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“7 
Minuten | =s Minuten mg 
| Maltose | Maltose 
10 | 8,8 80 | 23,9 
20 | 15,5 150 | 24,4 
| 30 | 17,3 2700 26,2 
: 40 20,2 Max. theoret. | 52,8 





Im folgenden wurde, wo nicht anderes angegeben ist, mit 
1 °/,iger Stirkelésung gearbeitet und a wurde fiir 5 ccm der 
Reaktionsmischung gleich 30,0 mg gesetzt. 


Nach den Untersuchungen von Euler und Svanberg! 
ist die Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
Knzymmenge linear. In folgenden Versuchen ist die Knzym- 
menge varilert worden, um zu untersuchen, ob diese irgend- 
einen Hinflu8 auf die gebildete Maltosemenge hat. Innerhalb 
dieses Konzentrationsgebiets, 2—10 ccm, wird gleichviel Maltose 
unabhangig von der Enzymmenge gebildet. 


Tabelle V. 








2 ccm 5 ecm 10 cem Enzymlis. 























Minuten m | , m | , —— 
Maltose,| = —'| Maltose =——‘| Maltose 

5 7,5 | 0,095 | 14,4 | 0,057 | 21,5 | 0,i10 

10 10,7 0,019 | 23,5 | 0,066 | 27,6 | — 

15 16,6 0,023 279 | — 28,7 | — 

20 18,9 0,021 30,2 , = —- = 

40 29,3 -- 302 | — — ~- 

80 30,2 — 30.2 | — — o 

3000 — — — | — 80,9 | — 

k, Mittel | — | 0,022 — 0,062 | — 0,110 

a. sit 0,011 | aor | on 0,011 

ecm Enzymlos. 
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Tabelle VI. 








Minuten mg Maltose 
150 27,2 
180 26,2 
210 26,2 

1300 27,2 





Kin anderer Versuch wurde folgendermafSen ausgefiihrt. 
Nachdem die Reaktion ihren SchluBwert erreicht hat (nach 
150 Minuten), wurden noch 2 ccm Enzymlésung zugesetzt und 
die Zuckerbildung gefolgt (Tab. VI). Eine Zunahme der Maltose- 
menge konnte nicht konstatiert werden. 


Die vorhergehenden Versuche sind bei optimaler Wasser- 
stoffionenkonzentration ausgefiihrt worden. In untenstehender 
Tabelle VII werden die Ergebnisse mit verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen angegeben. Ein gréBerer Unterschied 
in der gebildeten Maltosemenge ist freilich nicht zu _beob- 
achten, es wird aber bei den ungiinstigsten p,, etwas weniger 
Zucker gebildet. Die relativen Werte der Reaktionskonstanten, 
welche erhalten werden, wenn & bei p,,=6 gleich 100 gesetzt 
wird, stimmen sehr gut mit denjenigen von Kuler und Svan- 
berg. 


Tabelle VII. 





Py 


huten 


15 








4,2 6,0 6,5 7,5 


9,0 





mg | 
Mal-) /; 
tose | 


mg 
Mal-| & 
tose 


mg 
Mal-| ;& 
tose 


mg 
Mal- k 
tose 


me 
Mal- 


tose 





k Mal- 
tose 


| 


mg | 


| 











30 
f 60 
100 
120 
240 
1450 
Mittel 
‘, rel, 








16,8 | 0,024 
23,9| 0,023 


25,4) 
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b) Der EinfluB der Maltose und Glucose. 


Verschiedene Mengen Maltose wurden dem Reaktioys. 


gemisch zugesetzt. 


Wie die Tabellen VIII und IX zeigey, 
wird die Reaktion schon durch 0,5°/, ige Maltose verlangsam 
und die Verzégerung steigt mit der Konzentration. Dies wird 
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tionsgemisch beendigt ist, 


Tabelle VIII. 


Pr O02. Lttch$er 
besser aus Fig. 1 ersichtlich. Als Ordinate werden die rela- 
tiven Konstanten, wenn die Konstante in zuckerfreie Liésung 
Bemerkenswert ist in- 
dessen, daB die Spaltung zuerst aufhért, wenn etwa 60°/) Zucker 
gebildet ist, das heiBt gleichviel wie ohne Gegenwart von zu- 
gesetzter Maltose. Wenn die Hydrolyse in zuckerfreiem Reak- 
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3,0 





°')» Maltose 0,5 
Minuten — k mg | I Pied | 
Maltose Maltose Maltose | 
5 8,5 0,029 ~ — _ — 
10 15,8 0,031 12,1 0,022 5,8 0,0084 
20 23,5 0,035 18,7 0,021 9,8 0,0086 
40 27,0 - 26,7 | 0,021 16,7 0,0088 
80 29,7 — 294 | — 23,5 0,0083 
150 31,5 — 909 | — 31,2 -- 
1500 32,0 - 38 | — — a 
k, Mittel a | Neend he 0,021 “e 0,0085 
k, rel. a | 100 = 67,7 — 27,4 
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ist das Verhiltnis zwischen gebildeter Maltose und dem Teil 
‘der Stirke, die nicht so weit gespalten ist, gleich 3/2. Ein 
' oleches Konzentrationsverhiltnis zwischen Stirke und Maltose 
‘bekommt man durch Zusatz von 1,5°/, Maltose. In der 8°/,- 
‘igen Maltoselésung ist nach Beendigung der Spaltung 9 mal 
‘so viel Maltose als héhere Kohlenhydrate vorhanden. 


Tabelle IX. 25°C. 





°/, Maltose 0 1,5 


Minuten mg k = | 
Maltose Maltose | 


0,045] 5,3 0,017 


5 12,1 
12 21,2 0,044] 11,2 (0,017 
20 25,7 0,042] 17,5 | 0,019 
40 30,2 o 23,0 | 0,016 
80 31,1 _ 29,3 -- 
135 32,0 _ 30,2 _ 
1400 33,0 31,5 — 


i:, Mittel — |0044] — /|0,017 
k, rel. _ 100 — 38,6 








Tabelle X. 


























e 0 0,25 0,75 2,00 3,00 

aten|.. 28 _ mg | mg I m k mg | 

~ |Maltose)  ” Maltose| Maltose Maltose Maltose 

i5 | 75 |0025] 48 '0015), — | — — | - _ — 
0 | 10,7 0,019] 12,1 | 0,022] 10,3 | 0,018} 6,8 |0,0112] — | — 
5 | 166 | 0,023] 17,5 | 002) — | — — | — | 5,5 |0,0059 
20 | 18,9 0,022] 18,9 | 0,022] 18,0 | 0,020] 12,3 |0,0115} — | — 
mT aioe ad ed a ae a — | — | 10,3 | 0,0061 
40 a eee 248 | 0,019] 25,3 | 0,020] 17,0 |0,0091) — | — 
80 | 29,3 | 315 | — | 315) — — — —- |— 
so | — | ais ee me — | 297 | — | 302 | — 
240 | 30,2 - | — — 288 | — ~- — 
350 an ‘ee ee —- | — 32,6 — — — 
Mitel} — | 0,022] — | 0,021] — /|0019| — {0,0106] — _ | 0,0060 
n.}] — | sof — | ons} — | eget — |e) — | oe 
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Auch Glucose verursacht eine Hemmung des Spaltungs. 
vermégens, aber diese ist bei kleineren Glucosekonzentrationey 
nicht so groB wie bei Maltose (Tab. X). Die Spaltung hort 
auch hier, wenn 60°/, der Stirke in Maltose iiberfiihrt ist, auf 


c) Der EinfluB der Zwischenprodukte. 


Nicht nur das Endprodukt, Maltose, sondern auch die 
wihrend der Hydrolyse entstandenen Zwischenprodukte kiuney 
auf diese irgendeine Einwirkung:ausiiben. Da die Zwischen- 
dextrine schwierig zu identifizieren und isolieren sind, wurde 
das Problem erstens in folgender Weise angegriffen. Folgende 
Reaktionsgemische wurden dargestellt. 

1. 50 com Lésung mit 2 ccm Enzymlisung.  Stirke- 
konzentration 1°/). 

2. Weil durch die enzymatische Spalting von 1°/, Stirke- 
lésung 60°/, der Stiirke in Maltose iiberfithrt wird, wurde hier 
das Reaktionsgemisch wie in 1 bereitet und dazu so viel Mal- 
tose gesetzt daB die Konzentration 0,60°/, betrug. 

3. 50 ccm 1°/,iger Starkelésung mit 4 com Enzymldsung 
wurden 60 Minuten sich selbst gelassen, wiihrend welcher Zeit 
die Reaktion zum SchluB gegangen ist. Nachher wurden 50 ccm 
2°/,iger Starkelésung zugesetzt. Die Liésung enthielt also 
dieselbe Stirke- und Enzymkonzentration wie in 1 und auber- 
dem die Spaltungsprodukte von 0,5 g Starke. 

4. Zuerst wie in 3. Als die Spaltung nach 1 Stunde 
vollendet war, wurde die Liésung gekocht, um das Enzym zu 
zerstéren. Nach Erkalten wurde das verloren gegangene 
Wasser ergiinzt und zu der Liésung 50 ccm 2°/, iger Stirke- 
lésung und 4 ccm Enzymlésung gesetzt. . 

In allen Liésungen war die Wasserstoffionenkonzentration 
durch Phosphatgemisch auf p, = 5 gehalten. Die Ergebnisse 
sind in Tab. XI zu ersehen. Die angegebenen Mengen Maltose 
beziehen sich auf 5 ccm des Reaktionsgemisches. 

In allen drei letzten Versuchsserien ist die Geschwindig- 
keit innerhalb der Versuchsfehler mit demselben Betrag ver- 
mindert. Es scheint also, als ob nur die Maltose und nicht 
die anderen Spaltungsprodukte eine hemmende Kinwirkung aut 
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Tabelle XI. 
1 2 4 

fuuten mg | mg | k mg I mg k 
Maltose | Maltose Maltose . Maltose 
To | 102 | 0,018 | 60 | 0,097] 5,5 | 0,007] 5,5 | 0,0087 
| 95 18,7 | 0,017 14,0 (0,0109] 14,0 | 0,0109} 13,5 | 06,0104 
40 23,5 | 0,017 19,6 00115] 18,3 | 0,0102] 19,6 | 0,0115 
iso | 281 | — | 2%2 | — - ~~ - 
£150 29,0 — 30,5 — 29,0 — 29,0 — 
1350 ase on ae a 30,9 | — — — 
Mittel - 0,017 — |00107/ — 00099; — _ | 0,0102 
bel 100 _- 63,0 — 58,2 — | 60,0 








die Hydrolyse ausiiben, wenigstens nicht in dieser Konzen- 
tration. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen von Wohl 
und Glimm, daB nur die Kohlenhydrate, die der Maltose 
nahestehen, die Zuckerbildung verzégern oder hemmen. 


d) Dialyseversuche. 


Nach mehreren Angaben der Literatur wird die ganze 
Stirkemenge in Zucker iiberfiihrt, wean man dafir sorgt, daf 
der schon gebildete Zucker das Reaktionsgemisch entzogen 
wird. Dies kann durch Vergirung oder durch Dialyse ge- 
schehen. Nach Samec!) sind Kollodiummembranen fiir Dex- 
trine mit dem Molekulargewicht etwa um 2000 permeabel. Bei 
Anwendung solcher Membranen werden also nicht nur die 
Maltose, sondern auch ein Teil der Zwischendextrine des 
Reaktionsgemisches entfernt. Nur die Dextrine mit dem gréBten 
Molekulargewicht, welche den kleinsten EKinfluB auf die Reak- 
tion ausiiben, bleiben in Beriihrung mit dem Enzym. 


50 ccm Stirkelésung verschiedener Konzentration, je mit 
2ccm Amylaselésung und von optimaler p,, wurden in Kol- 
lodiumsiicken gegen 250 ccm Phosphatlésung vom gleichen 
P; Wahrend des Verlaufs der hydrolytischen Spaltung dialy- 
siert. Nach 24 Stunden wurde der Zuckergehalt der iuBeren 


ne 





') Samec, Kolloidchem. Beihefte Bd. 10, S. 289 (1919). 
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Lisung, teils unmittelbar bestimmt, teils nach Hydrolyse mi 
Schwefelsiure, um méglicherweise dialysable Dextrine zu Jp. 
stimmen. Die dubere Lésung wurde dann gegen neue 250 ccy, 
getauscht und nach noch 24 Stunden wurden wieder Kolilep. 
hydratbestimmungen sowohl in der dufBeren wie in der innerey 
Lésung ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle XII zy 
finden. 





Tabelle XII. 


LS NS NENNSSNSEENNENESENE — LE ee alates —_ 


Prozent Stirke 1 2 4 














© 
oe. 6 in erster duBeren Lisung 258 400 945 
eo 
= 2 5 », zweiter ,, . 39 98 233 
om mM 
wm 2 » Innerer Liésung 7 18 46 
> 2 g 
} 
5 oo | 
= o 
ei ae . . 
© oon in erster tiuBeren Lésung 19 29 170 
=| Pa ‘ 
aS .. | » sweiter _,, - 26 39 = 
ges 
N& ) 
Prozent Stirke in Maltose iiberfihrt 57,5 49 56 
Prozent Stiirke in nicht reduzierende 8.5 6.5 9g 
dialysablen Dextrine iiberfiihrt . . 
Prozent Stirke, welche ohne Dialyse in 61 49 49 
Maltose iiberfiihrt werden j 


Nach Beendigung der Reaktion wurde die innere 
Lésung noch mit Jod rein blau und die iuBere Lisung 
rotviolett gefarbt. Durch Entfernung der letzten Spal- 
tungsprodukte kann die enzymatische Hydrolyse mit 
hier angewandtem Enzym nicht vergréBert werden. 
Diese Enzymliésung verhalt sich also nicht wie die- 
jenige, welche man gewodhnlich durch Extraktion vou 
Malz erhalt, sondern sie scheint einen Teil der 
enzymatischen Tiatigkeit nicht zu haben. 


e) Isolierung des nicht hydrolysierbaren Anteils. 


50 g Starke wurden in 1000 ccm Wasser gelést und zu 
der Lésung 50 ccm Amylaselésung gesetzt. Nach 3 Tagen 
wurde die Lésung fortwihrend von Jod blau gefirbt. Sie 
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wurde mit gleichem Volumen Alkohol versetzt, wobei eine 
grobe Fiillung erhalten wurde. Am nichsten Tag wurde de- 
kantiert, der Riickstand mit 50°/,igem Alkohol gewaschen, auf 
der Nutsche abgesaugt und mit 96°/, igen Alkohol und Ather 


' mehrmals gewaschen. Die so erhaltene weiBe Substanz wurde 


guerst im Vakuum und dann im Trockenschrank bei 130° ge- 


| trocknet. In dem Filtrat wurde gesucht noch eine Fraktion mit 
- Alkohol zu fillen, aber auch mit so viel Alkohol, daB die Konzen- 
' tration 80°/, betrug, wurde nur eine kleine Triibung erhalten. 


Die getrocknete Substanz machte 14 g aus, also 28°/, der 


} Stirke. Sie lést sich in Wasser schwieriger als die urspriing- 
 liche Stirke und bildet bei 100° stark opalisierende Lisungen. 
| Nach Erhitzen bei 140° wahrend einer Stunde erhilt man 


doch ganz klare Lésungen, die mehrere Tage haltbar sind. Sie 


'firben sich mit Jod rein blau. Die spez. Drehung wurde in 


1°/),iger Lésung zu [¢]|ug'vem = + 158° bestimmt, wahrend 


| (¢| fiir die angewandte ,,lisliche Stirke“ 4+ 218° ist. 


Das Priparat, welches ich vorliufig nur Amylose nenne 
ohne auf seine Stellung zur Stirke und deren Spaltungs- 


_produkte einzugehen, reduziert die Fehlingsche Lésung 
nicht. Es wird von dem in dieser Arbeit angewandten Enzym- 
| priparat nicht gespaltet. Sein Hinflu8 auf die Stirkespaltung 


wurde in einigen Versuchsserien untersucht (Tab. XIII). Die 


_ Reaktionsgeschwindigkeit wird freilich ein wenig verzégert, aber 


nicht so viel als mit Zucker. 


Tabelle XIII. 























1°]. Stiirke 1 “lo Stirke + 1°/, Starke + 
10 0,5°/, Amylose 1°/, Amylose 
Minuten ime | _ ea ie ad snes 2 et et et Aap eee 
mg | 3; me I mg k 
Maltose Maltose Maltose 
15 13,0 0,016 13,1 0,017 | 11,2 | 0,014 
30 21,0 0,017 19,6 0,015 | 20,6 | 0,017 
60 26,5 —— 25.4 0,013 23,0 0,011 
120 30,5 aa 27,2 - 6% | = 
1320 305; — —- jj; - 05 | — 
i, Mittel -_ 0,0165 i 0,015 on 0,014 
“, rel, -~ 100 ~~ 91,0 — 85,0 
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Dies Priparat ist also nicht mit dem von Pringsheiy 
und Fuchs’) isolierten Restkérper identisch. Dieser zee 
freilich dasselbe Drehungsvermigen, reduziert aber Fehling. 
sche Lésung und wird mit Jod nicht gefirbt. Pringsheiy 
und Fuchs sind auch gelungen, mit Hilfe eines ,,Komple. 
mentes“ sowohl ihren Restkérper wie auch Kartoffelstiirke und 
lésliche Stiirke quantitativ zu Maltose abzubauen. 


3. Zusammenfassung. 


1. Durch Extraktion zerkleinerten Malzes mit Wasser 
und nachherige Dialyse der Lésung wurde ein Enzympriiparat 
erhalten, das nur etwa 60°/, der Stiirke mit derselben Ge. 
schwindigkeit in Maltose iiberfiihrte. Die tibrigen 40°/, konnten 
mit diesem Enzym auf keine Weise so weit gespalten werden, 
daB die Blaufarbung mit Jod nicht mehr eintrat. 


2. Der Einflu8 von Maltose und Glucose auf die Ge. 
schwindigkeit und die GréBe der Spaltung wurde untersucht. 


3. Der nicht hydrolysierbare Anteil wurde durch Alkohol 
gefillt und seine Kigenschaften teilweise bestimmt. 
Die Untersuchung wird fortgesetzt. 





1) Pringsheim u. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1762 (1923). 
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Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 
Ill. Mitteilung.*) 
Versuche an Kaninchen tiber das Verhalten der Blutgase 
wahrend der Acetylenbetaubung. 
Von 
Rudolf Schoen und Gerhard Sliwka. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Konigsberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 14, Juli 1923. 


Das Wesen der Acetylenwirkung erscheint noch in 
mancher Beziehung ungeklirt. Ein naherer Einblick durfte 
yon Versuchen erhofft werden, in denen das Verhalten der 
Blutgase am acetylenbetiubten Tier verfolgt werden sollte. 
Es liegen iiber diese Frage keine Untersuchungen vor, wenn 
man von einigen Hundeversuchen Gréhants*) absieht, in 
welchen im wesentlichen nur die Ausscheidungsgeschwindigkeit 
des Acetylens gepriift wurde. In der vorliegenden Arbeit 
sollte einmal untersucht werden, ob die von Schoen®) an 
defibriniertem Blut gefundenen GesetzmiBigkeiten fiir die 
Bindung des Acetylens auch fiir das lebende Tier gelten. 
Dann war zu ermitteln, wie sich Aufnahme und Ausscheidung 
des Acetylens in zeitlicher Hinsicht verhalten, eine Frage, die 
im Hinblick auf die praktische Verwendung des Acetylens als 
Anistheticum (Gauss und Wieland’) von Bedeutung ist. 
Endlich scheinen Analysen der Blutgase eine Moglichkeit zu 





*) I. Mitteilung: Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 92, S. 96 (1922). IT. Mit- 
teilung: Diese Zs. Bd, 127, 8. 243 (1928). 
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bieten, die Wielandsche Annahme®) ,,einer Stérung der Sauer. 
stoffaufnahme oder -verwertung durch die Nervenzelle“ im Ver. 
lauf der Acetylenbetiubung in einer weiteren Phase zu priifen, 
Die bisherigen Versuche [Wieland®}, Schoen®] hatten er. 
geben, daf die Sauerstoffaufnahme ins Blut in vitro durch 
die Gegenwart von Acetylen nicht gehemmt wird; diese Teil. 
frage muBte auch am lebenden Tier gepriift werden. Wa; 
die weitere Frage nach einer gestirten O,-Verwertung durch 
die Zelle anlangt, so schien es méglich, durch fortlaufende 
Bestimmungen von O, und CO, im Blut wihrend der Acetylen. 
betaéubung Anhaltspunkte zu gewinnen. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an grofen Kaninchen (2,5—38,2 kg! 
angestellt. Die Tiere waren aufgebunden; um gréBeren Wirme. 
verlust in dem ungeheizten Versuchsraum (Temp. 7—10°) vor. 
zubeugen, wurden sie wiihrend der Versuchsdauer durch ein 
elektrisches Heizkissen erwirmt. Die Kérpertemperatur wurde 
rektal gemessen. 

Die operative Vorbereitung der Tiere wurde in ganz 
leichter, rasch beendeter Athernarkose vorgenommen, um die 
dadurch bedingten Stérungen -— Abnahme der Alkalireserve 
des Blutes und Zunahme seiner H-Ionenkonzentration [van 
Slyke, Austin and Cullen’) u. a.| — nach Moéglichkeit zu 
vermeiden. Die erste Blutentnahme wurde 15—20 Minuten 
nach Aussetzen der Narkose, also zu einer Zeit vorgenommen, 
in der die Tiere praktisch utherfrei waren. In jedem Fall 
wurde in eine Carotis eine Glaskaniile, inanchmal auch in 
eine Jugularvene, méglichst tief herzwirts, eine Hahnkaniile 
eingefiihrt; in die Luftréhre wurde eine T-férmige Glaskaniile 
eingebunden. 

Zur Betiubung diente ein Sauerstoff-Acetylengemisch, 
welches zwei Stahlflaschen des Handels entnommen wurde. 
Die beiden Gasstréme wurden mit Strémungsmessen (,,Diffe- 
rentialmanometern“) gemessen, die zuvor fiir einen Durchgang 
von 0—1200 ccm Acetylen bzw. von 0—600 ccm Sauerstoff in 
einer Minute mit Hilfe einer Gasuhr geeicht worden waret. 
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Durch die Reduzierventile der Gasflaschen und je einen 
Prizisionshahn mit Zahnrad und Schnecke konnten Zusammen- 
setzung und Menge des Gasgemisches je nach dem Atem- 
yolumen des Tieres beliebig eingestellt werden. Das durch 
Vereinigung der beiden Stréme in einem T-Stiick entstandene 
Gasgemisch wurde — unter Nebenschaltung eines Kautschuk- 
beutels zum Druckausgleich — dem Tier zugefiihrt; die Atmung 
erfolgte durch Miillersche Ventile mit Wasser als Sperr- 
fliissigkeit. 

Der Acetylengehalt des Gasgemisches, welcher aus dem 
Stand der Differentialmanometer annihrend berechnet werden 
konnte, wurde von Zeit zu Zeit gasanalytisch bestimmt. Zu 
diesem Zweck wurde zwischen J-Stiick und Sparbeutel der 
bei Schoen*) beschriebene und abgebildete Apparat zur 
absorptiometrischen Bestimmung des Acetylens eingeschaltet. 

Zur Entnahme von arteriellem Blut wurde eine an der 


: Carotis liegende Klemme geliiftet. Nachdem 1'/, cem Blut 
abgelaufen waren, wurde die Probe in eine mittels eines 
' Schlauchendes dicht angesetzte 1 com Rekordspritze aufgesogen, 


in der sich etwas gepulvertes Natriumoxalat (einige mg) zur 
' Verhiitung der Gerinnung befand. Jede Beriihrung des Blutes 


mit Luft wurde vermieden. In einigen Fallen haben wir auch 
Venenblut analysiert; die Entnahme erfolgte in der Regel 
durch Punktion des rechten Herzens, um sicher zirkulierendes 
Blut zu erhalten. 

Die Analyse der Blutgase wurde genau in der friher™ 
beschriebenen Weise mit Hilfe des van Slykeschen Apparates 
vorgenommen. Da die gesamte Bestimmung mit Reinigung 
des Apparates etwa 12 Minuten in Anspruch nahm, konnte 
das Blut der Tiere in etwa 1/, stiindigen Zwischenriumen 
untersucht werden; Doppelbestimmungen konnten nicht aus- 
gefiihrt werden. 

Kinen gewissen, bei der Verwendung von Kaninchen kaum 
zu umgehenden Fehler stellt die durch die fortlaufende Ent- 





*) a. a, O. S. 245 fff. 
**) a. a. O. S. 248 ff. 
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nahme von Proben herbeigefiihrte Verdiinnung des Blutes day 
die nach dem Ergebnis der Erythrocytenzihlung und der Be. 
stimmung der Sauerstoffkapazitit des Blutes bis zu 15) 
betrug. Fir den Sauerstoffgehalt sind die Folgen der Blut. 
verdiinnung genau zu iiberblicken, fiir die Léslichkeit de 
Acetylens spielt diese praktisch keine Rolle, da dieses Gas jy 
Serum und in den Blutkérperchen fast gleich ldslich iy 
(Schoen). Dagegen kénnten unsere Beobachtungen iiber Ver. 
inderungen des CO,-Gehalts im Blut durch die Verdiinnung 
und die daraus folgende Abnahme der CO,-Bindungsfihigkei 
(Pufferwirkung der Blutkérperchen, intermediiire Bicarbonat. 
verschiebung) in schwer tibersehbarer Weise entstellt sein, 
Die von uns gefundenen Verinderungen sind aber durchweg 
so groB und treten auch unabhingig von der Verdiinnung auf 
so daB dieser Fehler offenbar héchstens die GréBe, nicht aber 
den Sinn der Ausschlige beeinfluBt. 

15—20 Minuten nach Beendigung des operativen Eingrifis 
wurde zunichst in 2 oder 3 aufeinander folgenden Be- 
stimmungen der Wert fiir CO, und O, im Carotisblut, zum 
Teil auch im Venenblut ermittelt; dann wurde dem Tier das 
Acetylen-O,-Gemisch zugefiihrt. Nun wurden, je nach dem 
Versuchsplan, in verschiedenen Stadien der Betiiubung — bei 
gleichbleibendem oder wechselndem Acetylen-O,-Verhiiltnis — 
und zu bestimmten Zeitpunkten nach Beendigung der Be- 
tiubung, die Blutgase untersucht. Gleichzeitig mit der Blut- 
entnahme wurde jeweils auch der Acetylengehalt des Gas- 
gemischs bestimmt. In einigen Versuchen mufte wegen be- 
drohlicher Asphyxie bei Verwendung zu hoher Acetylen- 
konzentrationen die Zufuhr des betiiubenden Gasgemischs da- 
zwischen fir ganz kurze Zeit (!/,—1 Minute) unterbrochen 
werden. Die Zahl der Atemziige zeigte — bei stérungslosem 
Verlauf der Betiubung — keine bemerkenswerten Veriinde- 
rungen. Mit der Wiederkehr des Bewu8tseins nach Abbruch 
der Gaszufuhr trat regelmaBig eine starke Hyperventilation ein. 

Wir haben 8 Tiere verwendet und in den einzelnen Ver- 
suchen meist mehrere der eingangs angedeuteten Fragen ge- 
priift. Der gréBeren Ubersichtlichkeit und Kiirze halber, 
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sollen nicht die einzelnen Versuche mitgeteilt, sondern ihre 
Ergebnisse nach den verschiedenen Gesichtspunkten geordnet 
wiedergegeben werden. 


Versuchsergebnisse. 
1. Die Aufnahme von Acetylen ins Blut. 

In erster Linie war die Frage zu erwigen, ob die frither 
an menschlichem Blut gewonnenen Ergebnisse iiber die Ace- 
tylenaufnahme ohne weiteres auf Kaninchenblut ibertragen 
werden diirfen. Wie in dahin gerichteten Versuchen an 
defibriniertem Kaninchenblut festgestellt werden konnte, ist 
diese Frage zu verneinen: Die folgende Tabelle (Tabelle I) 
zeigt, daB Kaninchenblut (von zwei verschiedenen Tieren) er- 
heblich weniger Acetylen aufnimmt, als Menschenblut. 


Tabelle I. 


Léslichkeit von Acetylen in defibriniertem Kaninchenblut. 





@ wieog 
Temp. | Luft- 52 : 222 Léslichkeit von Acetylen in 
C° |druck}| 8 2 | oe 
a. ta ES Kaninehen- Menschen- | yy,,.., 
— 4 be be blut blut . 
10 156 65,0 | 0,773 1,19 | 1,302 1,31 
36 756 | 57,6 | 0,378 ae { = 0,754 
8,5 768 61,9 | 0,734 121 | _ 1,36 
37 768 | 66,1 | 0,434 0,66 | 0,785 0,745 

















Wahrend menschliches Blut im Mittel 98,8°/, der Ace- 
tylenmenge aufnimmt, wie Wasser bei gleichen Druck- und 
Temperaturbedingungen, ist dieses Verhiltnis bei Kaninchen- 
blut im Mittel 89,1°/, (max. 90,8, min. 87,5). Es ist dieser 
Unterschied sicher, wenigstens zum Teil, auf die héhere osmo- 
tische Konzentration des letzteren (Beckmann’) zuriick- 
zufiihren; VWersuche haben gezeigt, da die Lislichkeit von 
Acetylen in Kochsalzlésungen schon durch geringe Konzentra- 
tionsunterschiede (zwischen 0,9 und 1,0°/,) ganz wesentlich 
beeinfluBt wird. 























136 Rudolf Schoen und Gerhard Sliwka, 


Unter Zugrundelegung der obigen Lislichkeitswerte finde; 
wir nun regelmibig, daB geraume Zeit nach Hinatmung eine 
konstanten Acetylensauerstoffgemischs das arterielle Blut fi, 
den betreffenden Acetylendruck und die Kérpertemperatur de; 
Tieres mit Acetylen gesittigt ist, d.h. wir finden im Blyt 
85—90°/, der Acetylenmenge, die reines Wasser unter dey 
Versuchsbedingungen aufnehmen wiirde. Die groBen Av. 
schlige (85—90°/, statt 89,1°/,) erkliren sich daraus, daf 
eine vollige Konstanz in der Zusammensetzung des Gas. 
gemisches bei unserer Apparatur nicht zu erreichen war, wie 
aus den Ablesungen der Strémungsmesser und den Acetylen. 
bestimmungen im Gasgemisch hervorging. 

Wenn die Sittigung eingetreten ist, dann gleicht, Zufuly 
eines konstanten Gasgemisches vorausgesetzt, der Acetylen- 
gehalt des vendsen Bluts dem des arteriellen, wie folgender 
Versuch zeigt (‘Tabelle II). 


Tabelle II. 
Acetylengehalt im Arterien- und Venenblut (Versuch 5). 




















"e $8 es Acet.-Gehalt |. x 
3 ae ae von 1 ccm ce 
Zeit sqm eS Blutentnahme aus Blut red. auf oF: 
< z zal 0°, 70mm | Fz 
"le 00 "I. 0 
o41 | 440 | 38,5 | Carotis. . . . . . 0,250 88 
lt 44,0 38,5 ee 0,250 88 
gis Unterbrechung der 
Gaszufuhr fiir 1 Min. 
330 44.6 38,5 Ss ee nds eo Se 0,273 94,8 
3@ 50,0 38,5 Vous iim... 2 * . 0,307 95 


Um den Zeitpunkt der Sattigung des Bluts mit Acetylen 
festzustellen, wurde zu verschiedenen Zeiten nach Beginn der 
EKinatmung eines gleichbleibenden Gasgemisches Blut aus der 
Carotis entnommen und analysiert. Diese Versuche konnten, 
da die Bestimmungen in Zwischenriiumen von Minuten vor- 
genommen werden mubten, wegen der Dauer jeder einzelnen 
Analyse nicht fortlaufend an demselben Tier ausgefiihrt werden; 
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unsere Versuche geben trotzdem ein gutes Bild vom zeitlichen 
Verlauf der Acetylenaufnahme, da die Zeit innerhalb deren 
sich der Acetylengehalt des Bluts mit dem der Atemluft ins 
Gleichgewicht setzt, wenigstens bei den von uns angewendeten 
Gemischen mit 50—70°/, Acetylen, von der Konzentration 
unabhingig 1st. 

Die Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestellt; 
die Werte der letzten Spalte — relative Sittigung, wobei der fiir 
den betreffenden Acetylendruck und die Temperatur errechnete 
Acetylengehalt = 100 gesetzt ist — geben ein anschauliches 
Bild vom Gang der Acetylenaufnahme in den Korper. 


Tabelle III. 


Die Zeitverhiiltnisse bei der Aufnahme von Acetylen ins Blut. 





| Blutentnahme | 3 a5 3 oe P Max. Sattigung | » & 
Zi . "Oo 3's me In O-: > & 
» | nach Beginn | 6 &| S& |& ABS | von 1 ccm Blut S & 
> | der Acet.-Ein- #52] 3 & oe Eh | ber. f. d. Werte ce 
eS atmung 2° 3/|2 g 3 S22] von Spalte OD 
> in Minuten 0}, 00 pr 3 und 4 oy, 
7 4 17,1 | 38,0 | 0,386 0,501 77,0 
4 5 60,0 | 39,0 | 0,337 0,384 87,7 
6 10 63,8 | 38,0 | 0,403 0,418 96,0 
5 12 61,2 | 39,1 | 0,381 0,392 97,0 
17 57,3 | 37,0 | 0,377 0,377 100,0 




















Die graphische Darstellung der zeitlichen Verhiltnisse der 
Acetylenaufnahme ins Blut gestaltet sich demnach folgender- 
maven (Kurve 1): 
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Kurve 1, Eintritt der Saittigung des Blutes mit Acetylen bei konstanter Zufuhr. 
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zufuhr an verschiedenen Tieren untersucht. 
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Die vollige Sattigung des arteriellen Blutes mit Acetyley 
ist also erst nach 17 Minuten eingetreten, jedoch sind nac, 
5 Minuten bereits 88°/, der Sattigung erreicht. 
In entsprechender Weise wie die Aufnahme, wurde auch 
die Ausscheidung des Acetylens nach Unterbrechung der Gas. 


sind in Tabelle IV zusammengestellt. 
Tabelle IV. 


nach Unterbrechung der Gaszufuhr. 


Die Ergebnisse 


B ink Die Zeitverhiltnisse bei der Ausscheidung von Acetylen aus dem Blut 





Versuchs-Nr. 





Zeit der Blut- 
entnahme nach 
Unterbrechung 
der Gaszufuhr 
in Minuten 








~l1 | 


Cm» - OI 





‘la 
1 
3 
5 
6 


20 


Die graphische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der 





Acet.-Gehalt 





= - & te fo  & 3 at) 
SUg|f2/8e8t8 me 
oO Belot Zo von 1 cem Blut}. 
Cus 38 O< Pee bei max. 
2 gc .. a Ss 38 = 3s | Sittigung (ber. | 2 
aPRola21a~ a 2 If. d. Werte von 

sae 0C °, Spalte 4 und 5) 

0,181 | 31,5 44,0 0,325 

0,046 | 38,0 50,0 0,325 

0,023 | 37,9 60,9 0,396 

0,011 | 38,0 46,7 0,304 

0,006 | 37,0 55,6 0,369 

0,0 36,8 55,6 0,369 














Relative 
Sittigung 


i0 


40,56 


14,14 
5,81 
3,62 
1,63 
0,0 


Acetylenausscheidung nach Abbruch der Gaszufuhr findet sich 
in Kurve 2. 
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Kurve 2. Geschwindigkeit der Acetylenausscheidung nach Beendigung 


der Gaszufuhr. 


Es zeigt sich also, daB die Acetylenausscheidung auber- 
ordentlich rasch vor sich geht. 


Schon innerhalb der ersten 
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Minute werden 86°/, des im Blute am Ende der Betiubung 
yorhandenen Acetylens ausgeschieden, nach liingstens 20 Minuten 
ist die letzte Spur des Gases verschwunden; die Ausscheidung 
des Acetylens erfolgt demnach bedeutend schneller als die 
Aufnahme. Gréhant*) hat in seinen Versuchen an Hunden 
sefunden, daB in den ersten 10 Minuten nach Aufhéren der 
Gaszufuhr bereits 99 °/, des Acetylens das Blut verlassen; nach 
30 Minuten war in der Regel kein Acetylen mehr im Blut 
nachzuweisen. Die Befunde Gréhants befinden sich in guter 
Ubereinstimmung mit den unsrigen. 

Fir die Technik der Betaiubung am Menschen hat es sich 
als zweckmibig herausgestellt, mit hohen Acetylenkonzen- 
trationen (60—70°/,) zu beginnen und nach LEintritt tiefer 
Betiiubung auf 40-—50°/, herunterzugehen. Der langsame 
Eintritt der Sittigung des Blutes mit Acetylen erklirt die 
ZweckmiBigkeit dieses Vorgehens auch bei unseren Kaninchen- 
versuchen. Mit 40—50°/, Acetylen lie® sich hier in kurzer 
Zeit keine tiefe Betiiubung (Reflexlosigkeit bei Kneifen der 
Nasenscheidewand) erzielen, wihrend sich ein schon eingetretener 
Zustand tiefer Bewubtlosigkeit bei dieser Konzentration stunden- 
lang ohne Zwischenfall weiterfiihren lieB. Andererseits zeigten 
sich bei linger dauernder Zufithrung von 70°/, Acetylen in 
der Atemluft Zihneknirschen und vereinzelte Zuckungen an den 
Extremitiiten als Vorboten der Erstickung. 

Das Verhalten des Acetylens in der Atemluft und im 


Dauer der Betiubung. 
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Kurve 2 (Versuch Nr. 4). 
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Blut im Verlauf eines Versuchs ist in Kurve 3 (S. 139) dargestel} 
(Acetylenspannung berechnet in mm Hg); die Sittigung de 
Blutes mit Acetylen wird durch das Zusammenfallen beidey 
Kurven angezeigt. 


2. Das Verhalten des Sauerstoffs im Blute wahrend 
der Betaubung. 


Vor der Acetylenaufnahme fanden wir einen Sauerstoff. 
gehalt des Carotisblutes von 11,9—15,8°/, bei 4,21—5,40 Mill. 
Erythrocyten. Die Werte fiir den Sauerstoffgehalt sind etwas 
niedriger als die von Morawitz und Denecke®) gefundenen, 
aber noch im Bereich der Norm. Der im strémenden Carotis- 
blut und im Blut des linken Ventrikels ermittelte Sauerstof- 
gehalt zeigte iibereinstimmende Werte. 


In unseren Versuchen fanden wir unter zwei Bedingungen 
eine geringe Verinderung im Sauerstoffgehalt des arteriellen 
Blutes, einmal bei Ubergang von atmosphiirischer Luft auf ein 
Gasgemisch mit 40—50°/, Sauerstoff eine geringe Zunahme, 
die sich ohne weiteres als Folge des gesteigerten Sauerstofi- 
drucks deuten liBt, dann gegen Ende der Versuche bei aus- 
gebluteten 'Tieren eine Abnahme, deren Betrag der Erythro- 
cytenverminderung parallel ging. Durch die Acetylenbetiiubung 
als solche wird der Sauerstoffgehalt des Arterienblutes nicht 


Dauer der Betiiubung. 
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Kuive 4. O.- u. CO,-Gehalt des arterielien Blutes vor, wihrend u. nach 
der Betdéubung (Vers. Nr. 3). 
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verandert; dies geht aus allen Versuchen eindeutig hervor 
(vgl. Kurve 4, S. 10). 

Der von Wieland’) und von Schoen*) in Modellver- 
suchen mit Blut erhobene Befund wird somit auch fiir 
das lebende ‘ier bestitigt: Die Gegenwart von Acetylen 
verindert die Aufnahmefihigkeit des Blutes fiir Sauerstoff in 
keiner Weise. 


8. Der Einfiu8 der Acetylenbetaubung auf den Kohlensaure- 
gehalt des Blutes. 


Wihrend der Sauerstofigehalt unveriindert bleibt, zeigt 
die Kohlensiiure des Blutes im Verlaufe der Betiiubung starke 
Schwankungen (vgl. Versuch 3, Kurve 4!). Zunichst kommt 
es, kurz nach Beginn der Betiiubung zu einem Anstieg der 
Blutkohlensiiure, dem nach etwa 1/, stiindiger Dauer der Be- 


tiubung ein Sinken unter den Ausgangswert folgt. Der An- 


stieg fand sich in 6 von 7 Fiillen deutlich ausgeprigt und be- 
trug 2—8 Vol.-°/,. Nun ist der Ausgangswert unserer Tiere 
ziemlich niedrig (35—43°/, CO,), wihrend Beckmann und 
Meier’) Schwankungen zwischen 35 und 55°/, als normal an- 
sehen. Wir gehen kaum fehl, wenn wir in unseren niedrigen 
Ausgangswerten einen Ausdruck der erregten Atmung (Angst, 
Schmerzen des unbetiiubten Tieres) erblicken. Der kurz nach 
Kinleitung der Betiubung erreichte Kohlensiurewert wire dem- 
nach als der normale zu bezeichnen. Fir die Richtigkeit 
dieser Auffassung spricht der eine Versuch 8 (vgl. Tabelle V), 
in dem die anfiingliche Steigerung ausblieb; hier war das Tier 
mit einer niedrigen Acetylenkonzentration behandelt worden, 
die héchstens eine oberfliichliche Betiubung erzeugen konnte. 
Der Anstieg der Blutkohlensiure trat dann spiiter in typischer 
Weise ein, als die Acetylenkonzentration erhéht wurde. 

Als eigentliche Acetylenwirkung méchten wir die im 
ferneren Verlauf der Betiubung auftretende Abnahme der 
Kohlenséiure im arteriellen Blut betrachten. Sie betrug am 
Ende der Betiubung 4—16 Vol.-°/,; die erreichten Werte 
lagen zwischen 29,7 und 35,4 Vol-°/, CO,, also deutlich unter 
dem Bereich der Norm. Mit der Dauer der Versuche sanken 
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die Werte immer tiefer. Eine Ubersicht iiber unsere dies. 
beztiglichen Versuchsergebnisse gibt Tabelle V, in welche 
die Werte fiir den Kohlensiiuregehalt des arteriellen Bluts 
kurz nach Kintritt der Betiubung, nach einer Stunde, und am 
Knde der Betiubung, sowie nach dem Wiedererwachen ver. 
gleichend nebeneinander aufgefiihrt sind. 


Tabelle V. 


Verinderungen der arteriellen Kohlensiiurespannung im Verlauf der 
Betiiubung durch Acetylen. 














CO,-Gehalt von 1 eem Carotisblut, red. auf 0°, 760 mm 
n ome satansncininniennii scissor icensnaintineerinatiaiamacinsiisinsaictnitinasiianicctdh = palais 
"3 ,: | Versuchs-| bei Eintritt mach etwa = am Ende | nach dem 
nA dauer der 1 Stde. der | Wieder- 
® me: _ dauernder = | | ; 
> Betiiubung | Betiubung | Betiubung | erwachen 
ecm ecm | ecm ecm 
1 | 1 Stde. 0,382 0,332 —_ _ 
2 2 - 0,450 | 0,351 0,318 — 
3 | 24, 0,509 | 0,362 | 0,845 0,311 
Si re 0,397 bie (0,842 0,309 
eo _ | 0,819 | 0,297 | 0,275 
+ e4 0,366 | 0,827 | 0,822: 0,316 
8 2 , 0,365 | 0,387 | 0,354 0,243 
(unvollkommene | 
Betaéubung) | | 
Was nun die Deutung dieses Befundes — Abnahme der 
arteriellen Kohlensiurespannung wiihrend der Acetylenbe- 
tiubung — anlangt, so ist eine unmittelbare Erregung des 


Atemzentrums durch Acetylen als Ursache der Herabsetzung 
des CO,-Gehalts auszuschlieBen, weil gerade zu Beginn, nach 
Kinatmung hoher Konzentrationen, die CO,-Werte anzusteigen 
pflegen. Auf die auffallende weitere Abnahme der Blutkohlen- 
siure nach dem Wiedererwachen von der Betiiubung (letzte 
Spalte der Tabelle V) sei hier nur hingewiesen. 


4. Veranderungen im Kohlensdurebindungsvermoégen des 
Blutes unter Acetylen. 
Um ein Bild dariiber zu gewinnen, wie weit mit dem Ab- 
sinken der arteriellen Kohlensiurespannung eine Verinderung 


4 





10 








cher 


Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 


Tabelle VI. 
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Luts } CO,-Bindungsfihigkeit des Blutes vor und nach der Betiubung. 
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0,920 
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der Alkalireserve (Kohlensiiurekapazitit) einhergeht, wurde jy 
3 Versuchen (Nr. 1, 7 und 8) die CO,-Bindungskurve des Bluts 
vor und nach der Betiiubung bestimmt. Das Blut wurde iy 
Tonometer mit verschiedenen Kohlensiurespannungen je; 
Zimmertemperatur ins Gleichgewicht gebracht; darnach wurde 
der CO,-Gehalt des Blutes in 1 ccm mit dem van Slyke schen 
Gsasanalysenapparat’®) und der des Gasgemischs mit dem 
Haldaneschen Apparat ermittelt. In Tabelle VI finden sich 
neben den tatsichlich bestimmten Werten die fir 40 mm 
CO,-Spannung aus der Bindungskurve graphisch interpolierten 
Werte angegeben, um den Vergleich zu erleichtern; die An- 
gabe des Verdiinnungsgrades (letzte Spalte) griindet sich auf 
Erythrocytenziihlungen (s. S. 13). 

In allen 3 Versuchen ist nach der Betiiubung die CO,- 
Bindungsfihigkeit des Blutes vermindert; in dem kurzdauernden 
Versuch 1 nur wenig, in den langdauernden anderen Versuchen 
betrichtlich stiirker. Dieser Befund liBt nicht entscheiden, o) 
die Abnahme der Alkalireserve die Folge oder die Ursache 
der Verminderung der arteriellen Kohlensiurespannung ist. 
Im ersten Fall miiBten wir annehmen, daB infolge der durch 
Hyperventilation verminderten CO,-Spannung Alkali aus den 
Blut abwandert, im zweiten Falle, daB durch abnorme Siiure- 
bildung die Alkalireserve angegriffen und dadurch die CO,- 
Spannung des Blutes vermindert wird. Die Hyperventilation, 
welche bei der Wiederkehr des BewuBtseins, nach dem Ende 
der Betiubung einsetzt und zu einem weiteren, zum Teil er- 
heblichen Abfall der Kohlensiurespannung des arteriellen 
Blutes fiihrt (vgl. Tabelle V, letzte Spalte!), erklirt sich als 
Folge der Acidosis, welche durch die Abnahme der Alkali- 
reserve des Blutes angezeigt wird; das wiedererwachte Atem- 
zentrum ist empfindlicher fiir den Séurereiz als das_be- 
tiubte. 

Die Frage nach der Ursache der Verminderung der 
Alkalireserve des Blutes durch die Acetylenbetiéubung mub 
sich durch Bestimmung der VentilationsgréBe einerseits, durch 
Messung der Wasserstoffionenkonzentration andererseits ent- 
scheiden lassen; dahinzielende Untersuchungen sind im Gange. 
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Zusammenfassung. 


' 1, Unter Veratmung eines konstanten Acetylen-Sauerstoff- 
gemisches nimmt der Acetylengehalt des arteriellen (und venésen) 
Blutes allmahlich zu; die vollstindige Sattigung wird erst nach 
17 Minuten (100°/,), praktisch allerdings schon nach 5 Minuten 
Ferreicht (88 °/,}. 

1 2. Die Gegenwart von Acetylen in der Einatmungsluft 
jst ohne jeden KinfluB auf den Sauerstoffgehalt des arteriellen 


8. Die Kohlensiurespannung im Arterienblut nimmt mit 
‘der Dauer der Betiiubung immer mehr ab; die Kohlensiiure- 
‘ bindungsfahigkeit des Blutes sinkt ebenfalls. 

: 4, Nach Beendigung der Betiubung ist regelmaBig eine 
'Erregung der Atmung zu beobachten; damit hangt die rasche 
; Ausscheidung des Acetylens (85°/, in der ersten Minute) nach 


' Unterbrechung der Gaszufuhr zusammen. 
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Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 
IV. Mitteilung. 


Kritische Bemerkungen zur Frage nach dem Wesen 
der Acetylenwirkung. 


Von 


Hermann Wieland. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Konigsberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1923,) 


Versuche an verschiedenen Lebewesen, iiber die in de 
ersten Arbeit dieser Reihe’) berichtet ist, haben mich ver. 
anlaBt, das Stickoxydul und das Acetylen aus der Gruppe de 
Inhalationsanisthetika herauszuheben und den beiden Stoffen 
einen besonderen Wirkungsmechanismus zuzuschreiben. Wa: 
diese ,,betiubenden Gase“ von den iibrigen Gliedern der Gruppe, 
Chloroform, Ather usw., unterscheidet, ist vor allem ihre Un. 
wirksamkeit gegen anoxybiotische Vorginge, ferner die Steigerung 
des Blutdrucks nach Einatmung wirksamer Konzentrationen 
und — wie erst die Beobachtung bei Acetylenbetiiubungen an 
. Menschen deutlich gezeigt hat — eine Erregung der Atmung 
und hiaufig eine Steigerung der Reflexerregbarkeit. Zwei 
Arbeiten der letzten Zeit, von Bart?) und von K. H. Meyer 
und Hopff?), die sich mit meiner Auffassung vom Wirkungs- 
mechanismus des Stickoxyduls und des Acetylens beschiftigt 
haben, sind dazu gekommen, sie abzulehnen. Ich méchte zu 
den beiden erwihnten Arbeiten Stellung nehmen, weil mir die 


1) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 92, S. 126 (1922). 
*) Verh. d. Deutsch. pharmakol. Ges. Nr. 2, S. 7 (1922). 
3) Diese Zs. Bd. 126, S. 281 (1928). 
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H Grinde, auf die sich die gegen meine Anschauung vor- 
* " gebrachten Einwinde stiitzen, nicht stichhaltig erscheinen. 


1. Mein Versuch, nach dem eine Herabsetzung des Stick- 


-oxydulteildrucks durch Wasserstoff die betiubende Wirkung 
' auf Frésche nicht aufhebt, verliert nach Bart dadurch seine 
s Beweiskraft, daB Wasserstoff allein bei Temperaturen iiber 


18° Frésche in kurzer Zeit liahmt. Meine Versuche sind an 


F: Kaltfréschen bei niedriger Temperatur angestellt; auBerdem 
x habe ich — und es ist vielleicht nicht iiberfliissig, auf diese 
' Fehlerquelle hinzuweisen — die Probe, ob Riickenlage er- 
E tragen wird, méglichst selten, aber in Vergleichsversuchen 
: stets gleichméBig vorgenommen, um Bewegungen der Tiere 
' und die dadurch bedingte Steigerung des Gaswechsels nach 
' Méglichkeit einzuschrinken. 


2. Nach Bart kénnen Anaerobier unter héheren Drucken 
(8—11,5 Atm.) durch Stickoxydul ,narkotisiert“ werden. Diese 


4 Versuche sind deshalb nicht beweisend, weil durch das Ein- 
E pressen von Stickoxydul der osmotische Druck der Lésung 
_ Werte erreicht, die biologisch sicher nicht gleichgiiltig sind. 


So liBt sich auch durch eine einfache Rechnung zeigen, dab 


D die Entwicklungshemmung von Bakterien — auch anaeroben — , 


die Bart friher 1) durch hohe Stickoxyduldrucke erzielen konnte, 


keineswegs eine spezifische Wirkung dieses Gases ist, sondern 
durch entsprechende molare Konzentrationen von Rohrzucker 


oder Kochsalz ebenso erreicht werden kann. 


3. In einem Einwand von Meyer und Hopff gegen 
unsere Versuche, Spulwiirmer mit Stickoxydul oder Acetylen 
unter Atmosphiarendruck zu betiuben, finden sich einige Un- 
genauigkeiten: 

a) Wir haben nicht 20°/,igen, sondern weniger als 10°/,igen 

Alkohol (Gemisch aus 200 ccm Phosphatlésung und 20 ccm 
ahaotalites Alkohol) verwendet. Damit wollten wir aber gar 
nicht die narkotische Grenzkonzentration feststellen, sondern 
uur ,die Erscheinungen bei der Narkose des Spulwurms kennen 
lernen“, 


') Arch. f. Hyg. Bd. 91, 8. 1 (1922). 
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b) DaB die Anwendung der Gase unter Atmosphirendruck 
gerade ausreicht, um Warmbliiter zu betiuben, gilt fiir Stick. 
oxydul, nicht aber fiir Acetylen; bei diesem Gas haben yi 
mit dem 2—8 fachen des fir den Warmbliiter ausreichende, 
Drucks gearbeitet. 

c) Da8 Wiirmer héhere Konzentrationen an Narkotikuy 
vertragen als Warmbliiter oder Kaulquappen, ist méglich, abe 
nicht bewiesen. Die Angabe von M. und H., daB_,,Blutege| 
zur Narkose eine 4mal so hohe Atherkonzentration im Aten. 
wasser brauchen wie Kaulquappen“, griindet sich offenbar nu 
auf eim paar Zahlen in einer Tabelle (S. 34) bei Winter. 
stein.’) Ein Blick in die Originalarbeit von Guillebeau 
und Luchsinger?’) hiitte gezeigt, daB eine 1°/,ige Ather. 
lésung sich zur Narkotisierung von Blutegeln als zweckmifig 
erweist, aber keineswegs die narkotische Grenzkonzentration 
darstellt. Im iibrigen haben wir mit Spulwiirmern, nicht mit 
Blutegeln gearbeitet, und da wire ein anderes Zitat vou 
Winterstein*’) eher am Platze gewesen: ,,Diese Versuche 
Narkose von Spulwiirmern mit Alkohol und Chloroform) zeigen, 
da anoxybiotische Organismen ebensogut narkotisierbar sind 
wie oxybiotische; die gleiche Alkoholkonzentration von 5°), 
die bei direkter Einspiilung Narkose des Zentralnervensystem: 
beim Frosch oder des Siugetierherzens erzeugt, fiihrt auch 
hier zur Bewegungslihmung“. 

4. Der Einwand von M. und H., daB die Verstiirkung der 
betiiubenden Wirkung durch gleichzeitigen Sauerstoffmangel 
nichts besage, ist — soweit er sich auf meine Acetylenver- 
suche an Miusen bezieht — durchaus berechtigt; hier wire 
héchstens ein einziger Versuch (Nr. 36) fir meine Auffassung 
ins Feld zu fihren; alle iibrigen, mit hdheren Acetylen- 
konzentrationen angestellten bringen im Gemenge mit Lutt 
eine Erniedrigung des Sauerstoffdrucks, die fiir die Maus mit 
ihrem lebhaften Stoffwechsel nicht gleichgiiltig ist. 

5. Die Unhaltbarkeit meiner Ansicht, daB die hohe Liés- 





1) Die Narkose. Berlin 1919. 
*) Pfliigers Arch. Bd. 28, S. 1 (1882). 
5) Biochem. Zs. Bd. 51, 8. 148 (1913). 
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' jichkeit von Stickoxydul und Acetylen in Wasser mit der be- 
i tiubenden Wirkung dieser Gase ursichlich verkniipft sei, wird 
E nach M. und H. erwiesen durch die Tatsache, daB das schlecht 
E: wasserlésliche Athylen die gleiche Wirksamkeit besitzt wie 
 Stickoxydul. Aber ich habe doch nie und nirgends behauptet, 
e daB Athylen ein ,,betiiubendes Gas“ sei, oder geleugnet, dab 
¥ es eine Narkose auf Grund der Lipoidléslichkeit gebe! 


6. M. und H. haben fiir Acetylen die Konzentration in 


i den Lipoiden im Moment der ,,Narkose“ berechnet und finden 


Werte, nach denen sich das Acetylen der von K. H. Meyer 
und Gottlieb-Billroth') gefundenen Gesetzmafigkeit un- 
gezwungen einfiigt (0,045—0,05 Mole pro Liter Lipoid gegen- 
iiber dem Durchschnittswert von 0,06). Diese Berechnung ge- 
schieht nach der Formel 


i Sires epee el, 
Lip" “R100 


in der R = 24 die Gaskonstante bei 20°, C den Gehalt der 
Luft bei 760 mm an Narkotikum in Volumprozenten, ZL den 
Lislichkeitskoeffizienten in Ol bei 37° und Crip die Kon- 
zentration des Narkotikums in Molen in 1 Liter Lipoid an- 
geben. Die Berechnung von C;;, fiir Acetylen durch M. und 
H. enthalt zwei Fehler: 

a) ,DaB Mause in einer Atmosphire, die 60—65°/, 
Acetylen enthialt, gerade narkotisiert werden“, ist nicht richtig. 
Die Acetylenkonzentration, bei der Miuse ,,nach 1/,—*/, Stunden 
gerade in leichte Narkose verfallen“ (M. und G.), liegt nach 
meinen friiheren Versuchen viel niedriger (z. B. bei 46,7 °/, in 
Versuch 87 meiner Verdffentlichung); weitere, mit besserer 
Methodik ausgefiihrte Versuche, deren Mitteilung ich Herrn 
Dr. Sliwka verdanke, zeigen, da8 die Grenzkonzentration fiir 
die Betiubung der Maus unter den Bedingungen von M. und 
G. zu etwa 45°/, angenommen werden kann. 

b) Der von M. und H. angegebene Léslichkeitskoeffizient 
ftir Acetylen in Ol (1,8) ist von mir fir die Temperatur von 
20°, nicht, wie die Formel verlangt, fiir 37° bestimmt worden. 


) Diese Zs. Bd. 112, S. 55 (1920). 
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Setzt man in die Formel fiir C den tatsichlichen We; 
von 45°/, Acetylen ein, so erhalt man fiir C;,;, die Zahl 0,034 
die durch Einfiihrung des richtigen Léslichkeitskoeffiziente, 
von Acetylen bei 37° noch weiter erniedrigt wird. So yoll. 
kommen, wie es nach der Berechnung von M. und H. scheiney 
mag, ordnet sich also das Acetylen in die von M. und G. ay. 
gestellte GesetzmiBigkeit nicht ein! 

Mit diesen Darlegungen glaube ich, die von Meyer uni 
Hopff, sowie von Bart gegen mich erhobenen Einwinde au( 
ihr richtiges MaB zuriickgefiihrt zu haben. Ob meine Aut 
fassung vom Wesen der Stickoxydul- und Acetylenwirkung 7 
Recht besteht — das ist eine andere Frage, die sich abe 
nur durch Beibringung weiteren Tatsachenmaterials kliiren 
lassen wird; Versuche, ein solches zu gewinnen, sind im Gang. 


nig ae age 




















Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 
V. Mitteilung.?) 


Die Monoaminosauren der Eischalen. 
Von 


Shungo Osato. 


(Aus dem physiologischen institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Juli 1923.) 


In einer friiheren Untersuchung?) war gefunden, daB die 
Werte der Elementaranalyse sowohl wie die Werte fiir die 
KiweiBbasen bei den gereinigten Schalen der Heringseier sich 
ginz auffallend den Werten bei dem HaupteiweiBkérper der 
Heringseier niherten. Fiir das Ichthulin war im Durchschnitt 
gefunden: 52,39 °/, C, 7,58 °/, H, 0,014 °/, P, 0,89 °/, S, 14,0 9/, N. 
Die entsprechenden Werte fiir die Kischalen waren: 51,52 °/, C, 
7,79°/, H, 0,07°/, P, 0,55°/, S, 14,22°/, N. Und an Basen 
waren gefunden: 


Ichthulin Eischalen 
Histidin 1,28 °/, 2,09 °/, 
Arginin 6,38 °/, 6,35 °/, 
Lysin 7,40 °/, 5,55 °/, 


Wir haben diese Verhidltnisse noch weiter aufzuklaren 
versucht, indem wir nach der Fischerschen Estermethode die 
Monoaminosiuren zunichst in den Eischalen bestimmt haben. 

Fiir diese Versuche stand uns ein Praparat von reinen 


1) I. Diese Zs. Bd, 127, S. 210 (1923). II. Diese Zs. Bd. 127, S. 226 
(1923). III, Diese Zs. Bd. 131, S. 60 (1923). IV. Diese Zs. Bd. 131, 
S. 99 (1923). 

2) Diese Z. Bd. 127, S. 220 (1923). 
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geschliffenem Glasstopfen aufbewahrt war und folgende Stick. [ kalt 
stoffwerte gab: 4 
0,1670 g sittigen 15,9 cem n/10-Siiure = 13,34 °/, N (Kjeldahl), 5 und 
01919¢ ,, 18,1 cem . = 13,22°,N(  ,, B zwe 
Die Substanz enthielt also im Mittel 13,28 °/, N. é 
38,7 g dieser Substanz wurden mit 120 ccm Salzsiure : * 
(spez. Gew. 1,19) anfangs auf dem Wasserbade, dann auf dep 
Sandbade am RiickfluBkiihler 17 Stunden gekocht. Das Hydro. 
lysat wurde unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingedampft. Da nach mebhrtiigigem Stehen bei 0° keine & 
Krystallisation von Glutaminsiurechlorhydrat auch nicht nach ty 
dem Impfen erfolgt war, wurde verestert und unter verminderten he 
Druck eingeengt. Aus dem Sirup, den wir mit einer kleinen & si 
Probe Glykokollesterchlorhydrat geimpft hatten, krystallisierte ai 
auch nach langerem Stehen kein Glykokoll aus. ‘i 
Es wurden also nun die Ester in Freiheit gesetzt und % 
fraktioniert destilliert. Wegen der an und fir sich nur ge- ki 
ringen Substanzmengen wurden statt der gewdhnlichen vier \ 


Fraktionen nur folgende drei aufgefangen: 


I. Fraktion: bis 60° bei 15 mm Druck. 
II. “ » ae° ,. tam 
III. ‘ » 180° ,, 1mm 


? 


Die beiden ersten Fraktionen wurden auf dem Wasser- 
bad mit dem 10fachen Volumen Wasser unter dem Riickflut- 
kiihler verseift und dann zur Trockne abgedampft. (Die 
I. Fraktion wog 0,11 g, die zweite 6,5 g.) Die Trockenriick- 
stinde wurden je */, Stunden lang mit absolutem Alkohol aus- 
gekocht und nach dem Erkalten filtriert. Diese Ausziige 
wurden vereint, abgedampft und noch einmal mit kochendem 
absoluten Alkohol extrahiert. Wieder verdampft wurden sie 
endlich mit kaltem absoluten Alkohol aufgenommen. Nach 
der Filtration wurde das Filtrat zur Trockne gebracht und 
gewogen: 0,6 g. Dieser Riickstand wurde in Wasser aut- 
genommen und mit frisch bereitetem Kupferoxyd gekocht; das 
zur Trockne verdampfte Kupfersalz wurde °/, Stunden mit 
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b ein. a siedendem absoluten Alkohol extrahiert und nach dem Er- 


Stick. 
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kalten filtriert. 
So wurde eine in absolutem Alkohol lésliche a) Fraktion 


: und eine unlésliche b) erhalten. Die erste wog 0,6 g, die 
' zweite 0,12 g. 


a) Der lésliche Teil wurde aus absolutem Alkohol um- 


E krystallisiert und der Stickstoff in der getrockneten Substanz 
- bestimmt. 


7,845 mg siittigen 3,85 cem 1/70 n-Saéure = 9,82°/, N (Kjeldahl). 
5,030 mg - 2,40 cem ‘‘ = 9,54 %y N ( ‘ ). 
Ber. fiir Prolinkupfer C,,H,,O,N,Cu: 9,61 °/, N. 

b) Der in absolutem Alkohol unldsliche Teil der ersten 
Fraktion (etwa 0,1 g) wurde in wenig Wasser gelést und mit 
dem gleichen Teil einer alkoholischen Pikrinsiiurelésung ver- 
setzt, aber es konnte keine Krystallisation von Glykokollpikrat 
erhalten werden. Die Lésung wurde also mit Schwefelsiure 
und Ather wieder von Pikrinsiure befreit und die iiberschiissige 
Schwefelsiure mit Baryt entfernt. Aus dem eingeengten Filtrat 
konnte eine Krystallisation erhalten werden, die einmal aus 
Wasser umkrystallisiert wurde. 

Die Stickstoffbestimmung in der getrockneten Substanz 
ergab folgendes Resultat: 

4,23 mg siittigen 3,4 cem 1/70 n-Sdure = 16,08 °/, N. 

Ber. fiir Alanin C,H,O,N: 15,73 °/, N. 

Fiir weitere Untersuchungen reichte die Substanzmenge 
nicht aus, es unterliegt aber wohl keinem Zweifel, daB in der 
Substanz Alanin vorgelegen hat. 

Der in absolutem Alkohol unldsliche Teil der zweiten 
Fraktion wurde mit Methylalkohol am RiickfluBkiihler */, Stunden 
ausgekocht und am niichsten Tage vom Ungelésten abfiltriert; 
das Filtrat wurde zur Krystallisation eingedampft. So wurde 
ein in Methylalkohol unléslicher und ein léslicher Teil erhalten. 
Der lésliche Teil wog 3,2 g, der unlésliche Teil wog 2,2 g. 
Der letztere wurde in Wasser gelést, mit Tierkohle entfarbt 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Es fielen farb- 
lose, diinne, seidenglinzende Schiippchen, die bei der Stick- 
stoffbestimmung folgende Werte lieferten: 
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5,365 mg sittigten 2,8 ccm 1/70 n-Siiure=10,44 °/, N (Kjeldah)|), 
5,410 mg = 2,85 cem ss =10,54°/, N ( 
Ber. fiir Leucin C,H,,0,N: 10,59 °/, N. 

C- und H-Bestimmung nach Wrede: 

5,190 mg gaben 10,330 mg CO, und 4,820 mg H,O = 54,28°) ¢ 
und 10,39 °/, H. 

4,580 mg gaben 9,210 mg CO, und 4,125 mg H,O = 54,84 °/, © ung 
10,08 °/, H. 


” 


Ber. fiir Leucin 54,91 °/, C und 9,99 °/, H. 


Der in Methylalkohol lésliche Teil war keine einheitliche 
Substanz und die Aufteilung machte viel Schwierigkeiten. Am 
geeignetsten war die Uberfitthrung der Substanz in Kupfer. 
verbindungen. 1,6 g des in Methylalkohol léslichen Teiles der 
zweiten Fraktion wurden mit Kupferoxyd gekocht, die ganze 
Kupfersalzlésung auf die Hilfte eingeengt und am _ nichsten 
Morgen vom Auskrystallisierten abfiltriert. Das in Wasser 
leicht lésliche Kupfersalz wurde zur Trockne gebracht und ge. 
wogen (1,1 g). Diese Menge wurde %/, Stunden mit Methyi- 
alkohol am RiickfluBkihler ausgekocht und am anderen Morgen 
filtriert. Das in Methylalkohol lésliche Kupfersalz wurde zur 
Trockne gebracht und gewogen: 0,75 g. Es wurde in Wasser 
gelést, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Yiltrat vom 
Schwefelkupfer mit Tierkohle entfarbt, eingeengt und die er- 
haltene Substanz aus Alkohol fraktioniert krystallisiert. 

I. Fraktion: 0,12 g. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 

4,490 mg siittigen 2,55 ccm 1/70 n-Saéure = 11,36 °/, N. 

5,150 mg ‘ 2,95 cem ™ == 11,46 °/, N. 

Ber. fiir Leucin 10,59 °/, N, fiir Valin 11,96 °/, N. 

Die Substanz mu8 zum gréBten Teil aus Valin bestanden 
haben. 

II. Fraktion: 0,43 g. Sie wurde noch einmal aus Alkohol 


umkrystallisiert und gab dann folgende Werte: 

4,895 mg siittigen 2,90 cem 1/70 n-Siiure = 11,85 °/, N. 

4190mg ,, 2,50 cem 2 = 11,93°/, N. 

4,250 mg geben 7,970 mg CO, und 3,610 mg H,O = 51,14 °/, C und 
9,51 °/, H. 

4490mg ,, 8,410mg CO, ,, 3,885 mg H,O = 51,08 %/, C 
9,68 °/, H. 

Ber. fiir Valin 51,24 °/, C, 9,47 °/, H, 11,96 °/, N. 
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Der in Methylalkohol unldésliche Teil der wasserléslichen 
|, Kuptersalze wurde mit Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit, 
das Filtrat vom Schwefelkupfer mit Tierkohle behandelt, ab- 
gedampft und der Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. 

N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
3,690 mg sittigen 2,0 ecm 1/70 n-Saéure = 10,84 °/, N. 
3,925 mg om 2,1 eem ~ = 10,74°/, N. 
Ber. fiir Leucin 10,59 °/, N. 

Das in Wasser unldésliche Kupfersalz wurde ebenfalls vom 

Kupfer befreit und wie oben behandelt. 


N- Bestimmung: 
4,355 mg siittigen 2,25 cem 1/70 n-Siiure = 10,33 °/, N. 
3,880 mg ‘j 2,05 eem = 10,57 °/, N. 
Ber. fiir Leucin 10,59 °/, N. 


HT 


Von der zur Trennung gebrauchten Substanzmenge von 
1,6 g sind 
Valin: 0,12 + 0,43 = 0,55 g. 
Leucin: 1,6 — 0,55 = 1,05 g. 
Auf das ganze methylalkoholische Extrakt der zweiten 
Fraktion (3,2 g) berechnet: 
3 x 0,55 
1,6 


? 


I 


1,1 g Valin, 


8,2 , 
a x 1,05 = 2,1 g Leucin. 
J 


Auf die ganze zweite Fraktion berechnet: 
Leucin 2,1 + 2,2 = 4,3 g, 
Valin Lig. 

Die dritte Fraktion der Ester wurde mit Baryt verseift 
und nach mehreren Tagen der geringe Niederschlag auf einem 
Filter gesammelt. Mit Schwefelsiure von Baryt befreit, wurde 
er mit Kupferoxyd gekocht, es wurde aber kein Asparagin- 
siurekupfersalz erhalten. Das Filtrat der Verseifung wurde 
mit Schwefelsiure von Baryt befreit, eingedampft und gewogen 
(1,5 g). Die Substanz wurde in wenig Wasser gelést und mit 
Salzsiuregas gesittigt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden 
abgesaugt, mit wenig Salzsiure gewaschen, getrocknet und ge- 
wogen (0,2 g). 
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N-Bestimmung: 
3,525 mg sittigen 1,35 eem 1/70 n-Siiure = 7,66 °/, N. 
4,060 mg * 1,60 cem ' = 7,88 9/, N. 
Ber. fir Glutaminsiurechlorhydrat C,H,NO,-HCI: 7,63 °/, N. 
Die Substanz gab, mit Kupferoxyd gekocht, ein in Wasi; 
schwer lésliches Kupfersalz, blaue Blittchen. Das Salz wurde 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat eingeengt, dic 


ausgeschiedenen Krystalle aus Alkohol umkrystallisiert un 
getrocknet. 


N-Bestimmung: 
4,785 mg sittigen 2,25 cem 1/70 n-Siiure = 9,40 °/, N. 
3,305 mg - 1,60 cem . = 9,68 °/) N. 
Ber. fiir Glutaminsiure C,H,NO,: 9,52 °/, N. 

0,2 g¢ Glutaminsiiurechlorhydrat entsprechen ungefihr 0,16 g Glut. 
aminsaure. 

Kine weitere Trennung der dritten Fraktion war wegen 
der winzigen Substanzmenge nicht méglich. 

In der letzten Zeit ist von Folin) ein sehr einfaches 
Verfahren veréffentlicht worden, nach dem man Cystin, Tyrosin 
und Tryptophan colorimetrisch bestimmen kann. Wir haben 
uns davon iiberzeugt, daB man beim Casein die von Folin 
angegebenen Werte in der Tat erhalt, und wir haben diese 
ausgezeichnete Methode auch auf den von uns untersuchten 
Kérper angewandt. Fiir die Cystinbestimmung wurden 4,38 ¢ 
Heringseischalen mit 25 ccm 20°/, Schwefelsiure 20 Stunden 
am RiickfluBkihler gekocht. Dann wurde weiter genau nach 
den Folinschen Angaben verfahren und ein Wert von 0,71 °), 
Cystin als Mittelwert von mehreren Bestimmungen erhalten. 

Fir die Tyrosin- und Tryptophanbestimmung wurden 
1,0087 g Substanz mit 3,5g Baryt und 25 ccm Wasser 
60 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und bei wiederholten 
Bestimmungen ein Mittelwert von 6,27 °/, Tyrosin und vou 
2,02 °/, Tryptophan erhalten. Die abgelesenen Werte lagen 
immer nahe beieinander. 

Stellt man sich die gefundenen Werte iibersichtlich in 
einer Tabelle zusammen, so ergibt sich folgendes: 


—m 


') Folin und Looney, Jl. of Biol Chem. Bd. 51, S. 421 (1922 
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In Prozenten des Ge- 
Aminosiure Absolute Menge samtstickstoffs ist ge- 
funden an Stickstoff im 





Se es au es Re A 0,1? 0,31 
Valin ae 1,1 2,56 
ee ae ee a ee 4,3 9.04 
Jsoleucin — 

Serin _ 

Asparaginsaure we 
Glutaminsiiure . . . . 0,16 0.35 
Phenylanalin . . . . — és 
ieee eg se ve 0,6 =. 
Oxyprolin . = ve _ a 
Tyrosim «ww et el 6,27 */, *) 3,66 
Cyc 6,71:%/,5 0,62 
Tryptophan... . . 2,02 °/, ') 1,77 
Msti@m 3. es ees 3.99 #) 
Arginin Dose 14,41 2) 
Lysin ie a es ——- 7,51 2) 
Ammoniak . .... — 2,05 2) 





Die Aufrechnung des gefundenen Stickstoffg ergibt, daB 
nur 46,27 °/, desselben wiedergefunden ist. Das ist kein sehr 
gutes Resultat, trotzdem mit der gréBten Sorgfalt gearbeitet 
wurde. Der Grund fiir die groBen Verluste diirfte darin zu 
suchen sein, daB die Estermethode ja nicht eine wirklich quan- 
titative Methode ist. Die Bestimmung von Histidin, Arginin 
und Lysin gibt im allgemeinen gute Werte, aber schon die 
Destillation der Ester ist meist mit groBen Verlusten verbunden, 
erst recht natiirlich die Auftrennung der einzelnen Fraktionen, 
fir die eine allgemeingiiltige Methode nicht existiert. Ob die 
von uns nicht aufgefundenen Aminosiiuren iiberhaupt nicht in 
den Eischalen enthalten sind oder ob ihre Menge nur so ge- 
ring ist, daB sie sich nicht haben isolieren lassen, wollen wir 
noch nicht entscheiden. Einen brauchbaren Wert stellen die 


1) Prozentzahlen. 
2) Diese Zs. Bd. 127, S. 220 (1923). 
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von uns gefundenen Zahlen insofern vor, als sie zum Vergleich 
herangezogen werden kénnen fiir die Werte, die sich bei de 
Hydrolyse des Ichthulins ergeben werden. 

Auch die colorimetrisch gefundenen Werte lassen noci 
manche Frage offen, denn z. B. ist der fir Cystin gefunden. 
Wert erheblich niedriger wie der Wert, der sich aus dem 
Schwefelgehalt der Kischalen berechnet, wenn man siimtlichey 
Schwefel auf Cystin bezieht. Aber das ist ja schlieBlich auch 
bei allen anderen bisher untersuchten EiweiSkérpern der Fail 
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Uber die Hefenucleinsiure V. 


Darstellungsmethoden der Hefenucleinsaure, 
Von 
H. Steudel und S. Izumi. 


Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1923.) 


Durch den Nachweis, daB die Hefenucleinsiure im Gegen- 
satz zur Thymonucleinsiure gegen Alkali sehr empfindlich ist, 
gewinnt die Frage nach der besten Darstellungsmethode der 
Substanz sehr an Interesse. Denn wenn man Versuche iiber 
die Konstitution der Hefenucleinsiure unternehmen will, so 
mu man vor allen Dingen sicher sein, daB man auch wirk- 
lich einen reinen einheitlichen Kérper als Objekt seiner Unter- 
suchungen vor sich hat. Die bisherigen Darstellungsmethoden 
der Hefenucleinsiure nun griinden sich fast alle auf das von 
Altmann!) angegebene Verfahren mit schwachen Alkalien die 
Hefe zu extrahieren, aus dem Extrakt mit Essigsiure die Ki- 
weiBkérper zu entfernen und dann mit Salzsiiure die Nuclein- 
siure niederzuschlagen. Als ein Kritertum der Keinheit seiner 
Priiparate betrachtete Altmann den Phosphorgehalt derselben 
und er hat in seinen besten Praparaten 9,44°/, P gefunden, 
ein Wert, der in der Tat dem entspricht, der nach den 
modernen Nucleinsiureformeln verlangt wird. Solche Werte 
wurden aber nicht immer erhalten, meist lagen sie niedriger. 
Spiter sind dann von amerikanischen Forschern Verfahren 
angegeben worden, die sich an die Neumannsche Methode 


1) Arch. (Anat. u.) Physiol. 1889, S. 526. 
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der Darstellung von Thymonucleinsiure anschlossen. Es wurde 
hier die Hefe mit Alkalien bei Wasserbadtemperatur ays. 
gezogen.') Diese Methode ist jedenfalls nach unseren neuerey 
Erfahrungen tiber Alkalieinwirkung auf Hefenucleinsiure gay, 
unzulassig. Aber es fragte sich doch auch, wieweit iiberhauy 
eine Verwendung von Alkalien zur Extraktion der Hefe ¢. 
laubt ist. DaB man nicht in der Wirme extrahieren darf 
hatten schon die Untersuchungen von Frau Kowaleysky? 
im hiesigen Laboratorium ergeben; bei Anwendung des Nev. 
mannschen Verfahrens war es ihr nie gegliickt brauchbare 
Praparate von Hefenucleinsiiure zu erhalten. 

Bei der grofen Wichtigkeit einer guten Darstellungs. 
methode fiir unsere Anschauungen iiber die Struktur der 
Hefenucleinsiure haben wir es fiir nétig gehalten noch einmal 
die Altmannsche Methode einer erneuten Priifung zu unter- 
ziehen. Altmann selbst macht keine Angaben iiber die 
wihrend der Extraktion innegehaltenen Temperaturen, wir 
haben aber, veranlaBt durch unsere Erfahrungen iiber dic 
leichte Aufspaltbarkeit der Hefenucleinsiure durch Alkalien 
bei Zimmertemperatur*), von vornherein die Extraktion mit 
Alkalien bei Eiseskilte vorgenommen. Wir haben dazu im 
vorigen Winter eine laingere Frostperiode benutzt, wihrend 
der wir unsere Versuche im Freien ausfiihrten, so daB immer 
eine ‘lemperatur von wenigstens 0° herrschte. 

Ks wurden z. B. 500 g PreBhefe, die wir frisch aus der 


— Versuchs- und Lehrbrauerei bezogen hatten, mit 4 Litern 


Wasser aufgeschwammt und 245 ccm 33°/, Natronlauge zu- 
gesetzt. Die Mischung wurde bei eisiger Kialte 10 Minuten 
lang durchgeriihrt, dann sofort mit 200 ccm konz. Salzsiiure 
ganz allmahlich und unter Vermeidung von Bildung starker 
Reaktionswirme versetzt und endlich 31 ccm KEisessig zu- 
gegeben. Am anderen Morgen wurde die klare Fliissigkeit 
von dem voluminésen Niederschlage erst abgegossen und der 


') z. B. Hawk, Practical Physiolog. Chem. 6. Aufl., Philadelphia 
1920, S. 130. 

*) Diese Zs. Bd. 69, S. 240 (1910). 

*) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Z. Bd. 127, S. 262 (1923). 
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Der Bodensatz wurde bei 0° in wenig Natronlauge gelést, mit 


a Essigsiure neutralisiert und die opaleszierende Fliissigkeit mit 


; dem doppelten Volumen Alkohol gefillt. Der dabei ent- 


' stehende Niederschlag wurde mit Alkohol und Ather vollends 
_ getrocknet. Die Filtrate enthielten nicht mehr so viel Sub- 


stanz, daB sich ihre Verarbeitung gelohnt hatte (Praparat I). 

Als wir ferner 2 kg PreBhefe in ganz der gleichen Weise, 
wie eben beschrieben, behandelten, léste sich der erste Salz- 
siureniederschlag zwar in Natronlauge vollkommen klar auf, 
aber auf Zusatz von Essigsiiure entstand ein reichlicher Nieder- 
schlag, der eine schwache Biutreaktion gab. Die Essigsiure- 
fillung war in Wasser leicht léslich, gab auf Zusatz von 


| Natriumacetat keinen Niederschlag und wurde mit Alkohol 
: ausgefillt. Der Niederschlag wurde mit Alkohol und Ather 
; getrocknet (Priparat II). Das Filtrat von der ersten Essig- 
4 siurefillung wurde ebenfalls mit Alkohol ausgefallt. Hierbei 
- entstand ein ziemlich geringer Niederschlag, der ebenfalls ge- 


trocknet wurde (Praparat ITI). 

Wir haben ferner fiir die Darstellung der Hefenuclein- 
siure ein Praparat von Trockenhefe benutzt, das wir in Form 
eines feinen weiBen Pulvers bezogen hatten. Es wurden 500g 
Trockenhefe in derselben Weise verarbeitet, wie oben be- 
schrieben. Es muBte nur, entsprechend dem _ geringeren 
Wassergehalt der Trockenhefe, das zur Extraktion benutzte 
Wasservolumen vergréBert werden. Der nach dem Ansiuern 
mit Kssigsiure verbleibende Riickstand war viel voluminéser 
wie bei der PreBhefe. Das klare Filtrat hiervon lieB beim 
Ansiuern mit konz. Salzsiiure in gleicher Weise wie die Preb- 
hefe einen Niederschlag ausfallen, der abzentrifugiert wurde 
und dann in wenig Wasser und Platznatronlauge wieder ge- 
list wurde. Beim Ansiiuern der klaren farblosen Lésung fiel 
ein Niederschlag aus, der abzentrifugiert, mit Alkohol und 
Ather getrocknet wurde (Priparat IV). Das Filtrat von diesem 
Niederschlag wurde mit dem doppelten Volumen Alkohol ver- 
setzt, der nunmehrige Niederschlag wurde ebenfalls mit Alkohol 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXI. 11 
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und Ather getrocknet (Priparat V). Aus dem Filtrat hieryo, 
setzte sich allmihlich noch ein weiterer Niederschlag ab, dey 
gleichfalls gesammelt und getrocknet wurde (Praparat VI). 
AuBer nach der Methode von Altmann haben wir ny 
noch ein Priaiparat von Hefenucleinsiure nach dem Verfahrey 
von Clarke und Schryver') hergestellt. Dieses Verfahrey 
unterscheidet sich von dem Altmannschen insofern, .als 
die Extraktion mit Natronlauge iiberhaupt vermeidet und dati 
eine Extraktion mit Kochsalzlésung in der Wirme vorsieht. 
Es wurden also 100g frische PreBhefe, die mit Aceton 
und Alkohol getrocknet waren, 5 Tage lang mit 1 Lite 
10°/,ige Kochsalzlésung bei 60—80° extrahiert, dann wurde 
filtriert und zum Filtrat 9 ccm Salzsiure (1 Teil Wasser zu 
1 Teil konz. HCl) zugesetzt. Der nun entstehende Nieder- 
schlag wurde in wenig Natriumacetatliésung gelést und mit 
Alkohol ausgefallt. Er wurde wie gewodhnlich mit Alkohol 
und Ather getrocknet (Priiparat VII). 
In simtlichen Priparaten wurde nun der Stickstoff- und 
Phosphorgehalt bestimmt und das Verhaltnis P:N berechnet. 
Die Analysen ergaben folgendes: 
Priparat I: 
4,61 mg Substanz gaben 22,54mg Ammoniumphosphormolybdat, 
P = 7,102 °/,. 
3,96 mg Substanz gaben 19,84 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 7,277 %,. | 
4,89 mg Substanz sittigen 2,85 ccm '/,9 n-Siure; N = 11,66° 
(Kjeldahl). 
5,48 mg Substanz siittigen 3,125 cem ‘/,, n-Siiure; N = 11,67°, 
(Kjeldahl). 
Im Durchschnitt ist gefunden: P = 7,19°/9; N = 11,67°/,; P:N = 1: 1,623. 
Priaparat II: 
5,45 mg Substanz gaben 39,37 mg Ammoniumphosphormolybdat; 


P = 10,49°/,. 

4,42 mg Substanz gaben 32,79 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 10,78°/,. 

5,57 mg Substanz siittigen 2,550 cem 1/,, n-Siiure; N = 9,15°, 
(Kjeldahl). 





1) Biochem. Jl. Bd. 11, S. 319 (1918). 
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5,60 mg Substanz sittigen 2,425 cem '/,, n-Siiure; N = 8,68 °/, 
(Kjeldahl). 
Im Durehschnitt: P = 10,64 °/,; N = 8,92°/,; P:N = 1: 0,84. 
Priiparat III: 
4.72 mg Substanz gaben 20,50 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 6,81°),. 
4.96 mg Substanz gaben 21,41 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 6,27"). 
4,29 mg Substanz siittigen 3,325cem */,, n-Siiure; N = 15,04°/, 
(Kjeldahl). 
3,52 mg Substanz sittigen 2,700 cem */,, n-Séure; N = 15,34°/ 
(Kjeldahl). 
Im Durchschnitt: P = 6,29°/,; N = 15,19°/,; P: N = 1: 2,415. 
Priparat IV: 
288mg Substanz gaben 6,48 mg Ammoniumphosphormolybda: } 
P = 2,833). 
4,66 mg Substanz gaben 10,60 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 3,304°,. 
3,43 mg Substanz siittigen 1,95 cem */,, n-Siure; N = 11,37°, 


(Kjeldahl). 
4,58 mg Substanz sittigen 2,65 ceem '‘/,, n-Séure; N = 11,55 °/, 
(Kjeldahl). 


Im Durehschnitt: P = 3,07°/,; N = 11,46°/,; P: N = 1: 3,733. 
Priparat V: 
4,60 mg Substanz gaben 22,15 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 6,99°/,. 
4,93 mg Substanz gaben 24,72 mg Ammoniumphosphormolybdat, 
P = 7,28°/. 
4,08 mg Substanz siittigen 2,775 cem '/,, n-Siiure; N = 13,60", 


(Kjeldahl). 
4,87 mg Substanz siittigen 3,275 cem 1/,, n-Siure; N = 13,45°/, 
(Kjeldahl). 


Im Durchschnitt: P = 7,14°/,; N = 13,53°/,; P: N = 1,895. 
Priparat VI: 
4,38 mg Substanz gaben 16,79 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 5,57 °/,. 
5,02 mg Substanz gaben 19,77 mg Ammoniumphosphormolybdat; 
P = 5,55 °/,. 
4,93 mg Substanz siittigen 2,825 ccm '‘/,, n-Siure; N = 11,46°/, 


(Kjeldahl). 
4,95 mg Substanz siittigen 2,925 ccm '/,, n-Séure; N = 11,82°, 
(Kjeldah)). 


Im Durchschnitt: P = 5,56°/,; N = 11,64°,); P:N = 1:2,094. 
i 
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Priiparat VII: 
4,32 mg Substanz gaben 22,63 mg Ammoniumphosphormolybdat: 


P = 7,61°/,. 

4,85 mg Substanz gaben 25,04 mg Ammoniumphosphormoly)dat: 
P = 7,50°),. 

5,10 mg Substanz sittigen 3,20cem '/,, n-Siiure; N = 12,59? 
(Kjeldahl). 

4,97 mg Substanz sittigen 3,175 cem '/,, n-Siiure; N = 12,57) 
(Kjeldahl). 


Im Durchschnitt: P = 7,55°/,; N = 12,58°/,; P:N = 1: 1,666. 
Stellt man sich die Analysenresultate iibersichtlich zu- 
sammen, so ergibt sich folgendes Bild: 


Ausfall der Biuretreaktion: 


Priparat I: P:N=1:1,628. . . . . negativ 
Priparat II: P:N=1:0,84 . . . . . negativ 
Priparat TI: P:N=1:2,415. . . . . positiv 
Priparat IV: P:N =1:3,7838. . . . . positiv 
Priparat V: P:N=1:1,895. . . . . negativ 
Priparat VI: P:N =1:2,094. . . . . positiv 
PriparatVIl: P:N=1:1,666. . . . . negativ 


Aus den Zahlen kann man folgendes entnehmen: Die von 
Hrau Kowalevsky aufgestellte Formel fiir die Hefenuclein- 
siure, die nach ihr die einfachen Nucleinsiuren Guanylsiure, 
Adenylsiure und Cytosylsaure enthalt, (C,,H,,0,,N,,P3) ver- 
langt ein Verhiltnis P:N = 1: 1,96; die von Levene vor- 
geschlagene Formel (C,,H,,O0,,N,,P,), die neben den oben ge- 
nannten einfachen Nucleinsiuren noch Uracylsiure enthilt, 
erfordert P:N = 1:1,699. Danach ist bei dem ersten nach 
Altmann angestellten Versuch (Priparat I) eine Substanz er- 
halten worden, die fiir die Levenesche Formel stimmen 
wiirde. Im zweiten Versuch nach dem Altmannschen Ver- 
fahren ist kein gutes Priparat erhalten worden. Wir glauben, 
daB der Grund fiir das Fehlschlagen dieses Versuches darin 
zu suchen ist, daB wir mit gréBeren Mengen Ausgangsmaterials 
gearbeitet haben, zu deren tadelloser Aufarbeitung die Apparate 
und das Instrumentarium des Laboratoriums nicht ausreichten. 
Die Schwierigkeit der Darstellung der Hefenucleinsiure liegt 
darin, daB man bei geniigend niedriger Temperatur und mit 
einer gewissen Schnelligkeit, besonders beim Neutralisieren der 
alkalischen Lésung, arbeiten mu8. Beiden Bedingungen setzt 
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natiirlich ein kleines Versuchslaboratorium enge Grenzen, 
Das Resultat war in unserem Falle, daB entweder zu viel 
Phosphorsiure (Praparat II) oder zu viel Stickstoff, also KiweiB 
(Priparat III), in unseren Substanzen enthalten war. Bei der 
Trockenhefe liegen die Verhiltnisse ahnlich, auch hier ent- 
spricht nur das Praparat V annihernd dem verlangten Werte 
P:N =1:1,96 (Kowalevsky). Nach der Methode von Clarke 
uid Schryver haben wir ein Praparat erhalten, dessen Ver- 
hiltnis P:N dem ersten Priaparat entspricht, das wir nach 
Altmann hergestellt haben. Solche Priparate erhilt man 
aber nicht immer; bei einer anderen Darstellung nach Clarke 
wid Sehryver erhielten wir ein (biuretfreies) Praparat mit 
einem Werte P: N = 1:1,85. Im groBen ist die Darstellung 
der Hefenucleinsiinre entschieden einfacher, denn die Priparate, 
die z. B. die Firma C. F. Boehringer und Soehne, Mann- 
heim-Waldhof liefert, haben bei O6fter wiederholten Be- 
stimmungen ein Verhiltnis von P:N =1:1,681  ergeben. 
Dieses Verhiltnis und diejenigen unserer Priaparate I und VI, 
die wohl als die am besten gelungenen betrachtet werden 
miissen, entsprechen fast dem Verhiltnis, wie es die Levenesche 
Hormel verlangt. Ob diese Formel nun tatsichlich die zu- 
treffende ist, kann durch diese Analysen allein nicht ent- 
schieden werden, nicht einmal die Kohlenstoff-Wasserstott- 
bestimmungen kénnen hier eine Entscheidung bringen, denn 
die fir die Kowalevskysche Formel verlangten Werte sind 
C = 34,89°/,, H = 3,84°/, und fiir die Levenesche C = 34,79°/,, 
H = 3,79°/,. Auch die Phosphorwerte liegen sehr nahe bei- 
einander: Kowalevsky P= 9,34°/,, Levene P = 9,52°/,. 
Nur die Stickstoffwerte haben einen etwas gréBeren Spielraum: 
Kowalevsky verlangt N = 18,26°/,, Levene dagegen 
N = 16,12°/,. Wer aber weib, wie schwierig die Reinheit 
der Praparate zu beurteilen ist, wird auf diesen Unterschied 
auch keinen groBen Wert legen. Dann bleibt aber als einziges 
Kntscheidungsmittel in dieser Frage die quantitative Be- 
stimmung der einzelnen Spaltstiicke, eine schwierige und ent- 
sagungsvolle Arbeit. Von einer solchen Untersuchung liegen 
bisher aber nur die Zahlen von Frau Kowalevsky vor. 
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Uber Pflanzensiuren aus Glaucium und iiber dessen 
Bliitenfarbstoffe. 


Vorliufige Mitteilung. 
Von 


Hans Sehmalfu8. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitat Hamburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1923). 


Die auffillige Tatsache, daB bisher nur Fumarsiiure, nicht 
aber Maleinsiure im Pflanzenreich aufgefunden wurde?), kann 
ihren Grund entweder in der Bildungsweise oder partiellen 
Umwandlung der Buten-(2)-diséure-(1,4) haben oder im Mange] 
geeigneter Methoden zum Nachweis von Maleinsiiure. Nach 
Verfeinerung des Verfahrens, Maleinsiiure zu isolieren und zu 
identifizieren, wahlten wir zur Klirung obiger Frage Glaucium 
luteum Scop.”), den Hornmohn. 

Wenn wir auch keineswegs die Méglichkeit in Abrede 
stellen, daB sich die Buten-(2)-disiure-(1,4) unmittelbar aus nicht 
sauren Stoffen bilden oder in sie umwandeln kénnte, so lag 
doch die Prifung auf Pflanzensiuren als Muttersubstanzen 
oder Umwandlungsprodukte der Buten-(2)-disiure-(1,4) am 
nichsten. 

Obwohl die verwandte Untersuchungsmethode einen Nach- 
weis von 0,3 g Maleinsiure mit Sicherheit gestattet, gelang es 
uns nicht, in 3 Litern Prebsaft aus einjihrigem, frischem Kraut 
von Glaucium’) Maleinsiure nachzuweisen, ebensowenig in dem 
salzsauren Auszug des PreBriickstandes. 

Wir vermochten jedoch aus 3 Litern PreBsaft andere 
Siuren zu gewinnen und durch Uberfihrung in Hydrazide 
oder Benzylidenhydrazide zu identifizieren. Es betrug die 





1) Czapek, Biochemie der Pflanzen Bad. 3, S. 87 (1921). 
*) Eine reine Linie stand leider nicht zur Verfiigung. 
8) Ausgepflanzt am 31. 3. 1921, geerntet am 10. 10. 1921. 
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Gesamtmenge der Saéuren in je 100g des verwandten Pref- 
saftes!) 0,91 g. Die einzelnen Siuren verteilten sich pro- 
ventualiter, wie folgt, auf die Gesamtmenge: 


Citromensiiure .......«.+ - 96,82), 
ee a ak ee eee oe a, 
ee ee 
preememre ws ewe TOY, 
POE i we Oe Ee 

Apfelsiiure. . . hice €. do See 3,50 lo 

haletvtainene:. sores . » ee, 
Dioxy-(2,3)- Buten-(2)-disiiure- (, 4). 107 "le 
Ameisensiure ... . . . . . Spuren. 


Von der Gesamtsiure des salzsauren Auszuges entfielen 
zB. auf: 


Pomerdiur . . . . +s + « « S88, 
an re ree ae 
Ce sc ewe ee ern. 


Diese Anteile der Siuren waren im wesentlichen an 
Calcium gebunden gewesen. 

Das Ergebnis ist in zweifacher Hinsicht bemerkenswert: 

1. Bisher war in Glaucium nur Fumarsiure aufgefunden.’) 

2. Die stark wirmeempfindliche Dioxy-(2,3)-buten-(2)-di- 
siure-(1,4) fanden wir unseres Wissens im Pflanzenreich zum 
ersten Male auf. 

Die Untersuchungen wurden in Gemeinschaft mit Herrn 
cand. rer. nat. Hans Rundshagen ausgefiihrt. Sie werden 
fortgesetzt und auf die verschiedenen Entwicklungsstadien von 
Glaucium ausgedehnt. 

Auch soll die sterische Konfiguration der aufgefundenen 
Dioxy-(2,3)-buten-(2)-disiure-(1,4) ermittelt werden. 

Die Priifung der Blitenblitter auf die Art der 
Blitenfarbstoffe ergab, daB die Orangefarbung auf Lipochrom 
zuriickzufiihren ist, da nur konzentrierte Schwefelsiure Blau- 
firbung hervorruft. Die saftmalartigen Flecke verdanken ihre 
schwarze Farbe dem Gehalt an neutralem Anthocyan; denn 
verdiinnte Schwefelsiiure farbt sie rot, Ammoniak blau. 


') Der PreBsaft machte 40°/, des frischen Krautes aus. 
2) Wehmer, Pflanzenstoffe, S. 236 (1911). 
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Zur Physiologie der Polyamylosen. II.") 
(Glykogenbildung und tierische Verbrennung.) 


Von 


H. von Hoesslin und H. Pringsheim. 


(Aus dem Krankenhaus Berlin-Lichtenberg und dem Chemischen Institut 
der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1923.) 


Aus den Veréffentlichungen des letzten Dezenniums des 
vorigen Jahrhunderts la8t sich mit einiger Sicherheit heraus- 
lesen, daS& fiir die direkte Glykogenbildung in der tierischen 
Leber nur die durch gewéhnliche Hefe leicht vergiirbaren 
Monosaccharide, die Glucose, die Fructose und die Mannose 
in Frage kommen, gleichgiiltig ob diese Monosen direkt oder 
in Form von in sie durch tierische Fermente spaltbaren Poly- 
sacchriden wie Rohrzucker, Maltose oder Stirke zur EKingabe 
gelangen.”) 

Die Annahme der direkten Umwandlung der Fructose in 
Glykogen beruht hauptsichlich auf der von Minkowski’) au 
gedeckten Tatsache, daB durch Pankreasexstirpation diabetisc) 
gemachte Hunde noch aus Fructose, nicht aber mehr au: 
Traubenzucker Glykogen in der Leber bilden und daB trotzdem 
in ihrem Harn Traubenzucker erscheint. Demgegeniiber 





1) I. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 118, 8. 236 (1922). 

*) Carl Voit, Zs. Biol. Bd. 28, S. 263 (1891); Cremer u. Ritter, 
ebenda, Bd. 28, 8. 459 und zwar S. 464 (1891); Cremer, ebenda, Bd. 29. 
S. 434 (1892) fiir Mannose; K. Grube, Pfliigers Arch. Bd. 106, S. 490 
Haycart, Diese Zs. Bd. 19, S. 137 (1894). 

°) Minkowski, Arch. f. exper. Physiol. u. Pathol. Bd. 31, S. 85 
und zwar 8. 165 (1893). 
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wendet allerdings Pfliiger’) ein, daB die Fructose auch andere 
Zucker im Ké6rper ersetzt und dadurch Glucose zur Aus- 
scheidung gebracht haben kann. Man kann diesen Standpunkt 
nach der heutigen Kenntnis durch die T'atsache versdéhnen, 
daB die beiden Monosen — wie auch die Mannose — schon 
in Gegenwart geringer Hydroxylionen-Konzentrationen bis zu 
einem Gleichgewichtszustand ineinander iibergehen?), der durch 
jie Kondensation der Glucose zu Glykogen gestért wird, wo- 
durch die Umwandlung der Fructose schlieBlich quantitativ 
werden kann. 

Widersprechender lauten die Angaben iiber die von ge- 
wohnlicher Hefe schwerer und von Saccharomyces apiculatus 
nicht mehr vergirbaren Galaktose. Wahrend Kilz*) und 
Fritz Voit*) beim Kaninchen keine Glykogenbildung beob- 
achteten, glauben Kausch und Socin®), die beim Hund posi- 
tive Resultate erhielten, den negativen Befund auf starke 
Girungen im Kaninchendarm zuriickzufiihren zu miissen. 

Als direkter Glykogenbildner kommt auffallenderweise 
noch das Glycerin in Frage®), eine Erscheinung, die um so 
bemerkenswerter ist, als diese Substanz im Gegensatz zu 
manchen anderen, wie z. B. den Pentosen, auch fiir die 
Stirkebildung auf im Dunklen entstairkten pflanzlichen Chloro- 
plasten geeignet war.") Man wird wohl die Annahme machen 
miissen, daB hierbei weit weniger die Beziehung zum Fett als 
vielmehr die Reduktion zum Glycerinaldehyd zu_beriicksich- 
tigen ist, der gewib, wie schon seine Vergirbarkeit und seine 
intermediire Stellung im Girungsschema lehrt, ein direkter 
Glykogenbildner sein diirfte. 

Kins steht jedenfalls fest, daB unabhangig vom verfiitterten 





') Pfliiger, Pflitigers Arch. Bd. 121, S. 559 (1907). 

*) Lobry de Bruyn und van Ekenstein, Rec. Bd. 14, 8. 203 
(1895). 

’) Kiilz, Beitriige zur Kenntnis des Glykogens, Marburg 1892. 

‘) Fritz Voit, Zs. Biol. Bd. 29, S. 147 (1892). 

°) Kausch und Socin, Arch. f. exp, Phys. u. Pathol. Bd. 31, 
8. 393 (1893). 

*) Grube, Pfliigers Archiv Bd. 118, 8. 1 (1907). 

’)H. Pringsheim und K. O. Miiller, Diese Zs. Bd. 118, S. 236 (1922). 
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Material immer ein und dasselbe Glykogen gebildet wig 
und eins geht aus dieser Zusammenstellung, die infolge de, 
widersprechenden Angaben im zusammenfassenden Werk jy 
Sinne der modernen Zuckerchemie nétig schien, hervor: ays 
Maltose kann Glykogen gebildet werden, ob direkt, ob ays 
ihren Monosespaltstiicken, muBte noch als unentschieden hip. 
gestellt werden, da die Wirkung der Maltase im Darm de 
lebenden Tiere natiirlich nicht gehindert werden kann. 

Es entstand deshalb die Frage, ob man ungespaltene 
Maltose gleichfalls zu den direkten Glykogenbildnern rechney 
darf, vor allem aber, ob die als ,,Polyamylosen“ bezeichneten 
Maltoseanhydride, aus denen sich nach der modernen Aut. 
fassung das Glykogen zusammensetzt, sich als Glykogenbilduer 
eignen. Die erste Frage konnte, wie aus dem Gesagten 
hervorgeht, nicht am lebenden Tier, sondern nur an der iiber- 
lebenden Leber im Durchblutungsversuch, die zweite aut die 


‘tbliche Weise durch Eingabe der Polyamylosen mit der 


Schlundsonde entschieden werden. 

Wir verdanken die Méglichkeit, die Maltose als Glykogen- 
bildner zu priifen, der Giite des Herrn Geheimrat Martin 
Hahn, damals in Freiburg jetzt in Berlin, wie der Mitwirkung 
des Herrn Dr. Olsen, der die Durchblutungsversuche in einer 
besonders geeigneten Apparatur') an Meerschweinchenlebern 
ausfiihrte und uns die Lebern zur Untersuchung zur Verfiigung 
stellte. Die Resultate waren negativ. Man kann demgegeniiber 
einwenden, dab die Leber im freigelegten Zustande ihr (ly- 
kogenbildungsvermégen nur sehr kurze Zeit beibehilt.”) Da 
aber die Tetraamylose auf dieselbe Weise verarbeitet ein neg:- 
tives Resultat gab, das wir durch zwei Versuche am lebenden 
Kaninchen sichern konnten, fiihlen wir uns in der Annahme. 
dafB die Leber Maltose nicht direkt in Glykogen umwandelt, 
nicht zu unsicher. 

Wir haben dann auch eine Polyamylose der f-Reihe. die 
$-Hexaamylose am Karnickel gepriift, da diese Reihe aus 


') E.v. Skramlik, Pfliigers Archiy Bd. 180, 8. 1 (1920). 
*) Lesser, Ergebnissse der Inneren Medizin und Kinderheilkunde 
Bd. 16, S. 279 (1919). 
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Zur Physiologie der Polyamylosen. 


nd ME anderwarts erérterten Griinden’) als Grundkérper des Glykogens 
jer [E besonders beachtenswert schien, aber auch hier konnten wir 
i Me keinen Glykogenansatz erzielen. 


us & In der ersten Mitteilung glaubten wir unsere friihere An- 
ius JB cabe, daB die Polyamylosen durch Starke spaltende Fermente 
ins ME picht angegriffen werden, auf Grund einiger Versuche von 
ler Karrer korrigieren zu miissen. Die Nachpriifung bei opti- 

maler Wasserstoffionenkonzentration der Amylasen hat uns 
‘ne [jedoch eines Besseren belehrt und auch mit Karrer ist in 
vel vezug auf diesen Punkt inzwischen Einigkeit erzielt worden.?) 
ten 


Um so bemerkenswerter erscheint es, daS die vereingabten 
Polyamylosen vom tierischen Organismus doch direkt verbrannt 
wad worden sein miissen, denn wir konnten sie weder im Harn, im 
Mageninhalt, noch im Kot auffinden; infolge ihrer charakte- 
ristischen Jodreaktion kénnen sie uns nicht entgangen sein. 
Dies fiihrt uns auf Versuche zuriick, die wir seit Jahren, wenn 
auch infolge der Schwerzugiinglichkeit der Polyamylosen nur 
mit etwas beschriinktem Material ausgefiihrt haben, diese 
sien Zucker als Diabetikernahrung zu verwerten. Wir er- 
zielten in mehreren Fillen kein Ansteigen des Zuckerspiegels 
im Harn, wenn wir den auf méglichste Konstanz der Trauben- 
zuckerausscheidung gebrachten Patienten bis zu 50g Tetra- 
amylose zulegten. Eine definitive Entscheidung dieser wichtigen 
c Frage wird erst mit gréBeren Mitteln méglich sein. 

Wir verdanken eine wertvolle Beihilfe der preuBischen 
Akademie der Wissenschaften, der wir hier unseren Dank 
abstatten. 


“ss Protokolle. 
fiir die quantitative Bestimmung des Glykogens wandten 
wir die Methode von Pfliiger®’) an. 





us ‘) H. Pringsheim und Goldstein, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1446 
(1922); H. Pringsheim, Die Polysaccharide, II. Auflage, Berlin 1923, 


de *) Karrer, Hely. chim. acta Bd. 6, 8. 402 und zwar 8. 404 (1928). 
‘) Handbuch der Biochem. Arbeitsmethoden Bd. 2, S. 164 (1910). 
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172 H. von Hoesslin und H. Pringsheim, 


I. Durchblutungsversuche. 
a) Mit 1°/,iger Maltoselésung. 


Meerschweinchen-Gew. 480 g. Operation in der iibliche 
Weise. Durchstrémungsfliissigkeit traubenzuckerfreie Ringer. 
lésung mit 1 °/, Maltose. Insgesamt verwendet 100 ccm. Nach 
11/, Stunde des Versuches Rest 90 ccm. Leber-Gew. 16,5 ¢. 
mit Kallauge gekocht. 

Glykogen war nicht einmal durch Jodreaktion nach. 
zuwelsen. 


b) Tetraamylose. 

Kontrollversuch: Meerschweinchen-Gew. 420 g. Leber. 
Gew. 14,1 g. 

Bluthaltige, rein priparierte Leber, direkt nach der Ent. 
blutung aus der Carotis mit der Schere zerkleinert und iy 
Mérser zerrieben; mit 60°/,iger Kalilauge (14,1 ccm) 3 Stunden 
im Wasserbade gekocht. Kein Glykogen. 

Desgleichen Meerschweinchen-Gew. 520 g. —Leber-Gevw. 
14,1 g. 


Mit 1°/,iger Tetraamylose. 
Meerschweinchen-Gew. 470 g. Leber-Gew. 22,6 g. 
Operation in der iiblichen Weise; die Leber mit 700 ccm 
traubenzuckerfreier Ringerlésung durchspilt. Im Apparat die 
Spiilfliissigkeit (je 100 ccm) zweimal erneuert. 

104°. Beginn der Durchstrémung mit der Lisung der 
Tetraamylose; insgesamt verwendet 138 ccm. Dichtes Priiparat, 
nur geringe Tropfen. 

12*°. Versuch abgebrochen. Leber nach 11/, stiindiger 
Durchstrémung mit Kalilauge gekocht. Kein Glykogen ge 
funden. 


Mit 2°/,iger Tetraamylose. 


Meerschweinchen-Gew. 600 g. Leber-Gew. 22,2 g. 

Operation in der itiblichen Weise. Die Leber durchspiilt 
mit 700 ccm Ringerlésung, dichtes Praparat. 

3°%°, Beginn der Durchstrémung mit 90 ccm Tetraawy: 
loselésung. 
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5°, Versuch abgebrochen; Leber nach 11'/, stiindiger 
' Durchstrémung mit Kalilauge gekocht. Kein Glykogen. 


II. Versuch am lebenden Tier mit Tetraamylose.’) 


| Als Kontrollversuch kann ein Versuch gelten, bei dem 
| wir einem Karnickel nach eintiigiger Hungerperiode 3 Stunden 
yor der Tétung 40g Traubenzucker mit der Schlundsonde 
eingaben. Aus der Leber lieBen sich dann nach der Methode 


fyon Briicke 7 g eines weiBen, staubférmigen Glykogens ge- 
'winonen. Die Tiere linger hungern zu lassen, war im all- 
cemeinen bei ihrem jetzigen EKrnahrungszustand nicht angingig: 


9) 


se 


nach zweitiigigem Hunger gingen uns mehrere Tiere ein. Auch 
'beweisen ja die negativen Befunde, daB keine nachweisbaren 
_Glykogenmengen mehr in der Leber vorhanden waren. 


a) Untersuchung des Urins, des Kotes, des Magen- 
und Darminhaltes. 


Meerschweinchen von 450g Gewicht. 10¢ Tetra- 


amylose mit der Schlundsonde. Kot und Urin 24 Stunden ge- 
; sammelt. 


Der Urin wurde mit Tierkohle gekocht und stark ein- 


' gedampft, der getrocknete mit Ather extrahierte Kot mit 
| Wasser ausgezogen und das Filtrat stark eingedampft. Beide 
' Proben gaben beim tropfenweisen Zusatz von Jodjodkalium- 
| lisung keine Farbung, mit Alkohol keine Fallung und nach 
' der Hydrolyse mit Salzsiure keine Reduktion Fehlingscher 
| Lisung. 


Karnickel von 1670g 10g Tetraamylose mit der 


 Schlundsonde. 


Der mit Bleiacetat enteiweiBte Harn und Kotextrakt gab 


F keine der Reaktionen auf Tetraamylose, wihrend in dem von 
 Eiweif befreiten Magen- und Darminhalt geringe Mengen durch 
| die Jodreaktion wie durch die Reduktion Fehlingscher Lésung 
| nach der Hydrolyse nachgewiesen werden konnten. 


') Aufgearbeitet von Herrn M. Lassmann, 
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174 H. von Hoesslin und H. Pringsheim, 


b) Glykogenbildung in der Leber. 

Karnickel nach 24 Stunden Hunger 15 g Tetraamylos 
mit der Schlundsonde, getétet nach 3 Stunden. Leber-Gew. 5). 
Beim Aufarbeiten nach der Pfliigerschen Methode wurde ej, 
Lésung gewonnen, die weder eine Jodfirbung noch eine 4). 
lesbare Drehung zeigte. 

Karnickel von 1670g nach einem Hungertage 2» 
Tetraamylose mit der Schlundsonde. LEhbenso aufgearbeitet: 
Leber mit gleichfalls negativem Glykogenbefund. 


III. Versuch am Karnickel mit /-Hexaamylose.') 
Karnickel 2500 g nach 21/, Hungertagen 15 ¢ Hexs. 
amylose mit der Schlundsonde, getétet nach 3 Stunden, Leber. 
Gew. 63,3 g. Aufarbeitung wie oben, nach der Drehung 0),14¢ 
Glykogen, nach der Reduktionsmethode 0,12 g. 


Wegen der Kosten konnte der Versuch nicht wiederholt 
werden. 


IV. Versuche an Diabetikern mit Tetraamylose. 


Zur Priifung, ob die Tetraamylose von Diabetikern ver- 
wertet oder als Glykose wieder im Urin erscheinen wiirde, 
wurden verschiedene leichtere und mittelschwere Fille auf be- 
stimmte Kost mit nicht zu hoher Kohlenhydratzufuhr gesetzt, 
so daB eine annihernd gleichmifbige Zuckerausscheidung 20 
erwarten war. Das Priiparat wurde dann als Zulage gegebeu. 

In reinem Zustande wurde der in Wasser gut lisliche, 
siiB schmeckende Zucker gut vertragen, wie schon vor dem 
Kriege angestellte Versuche ergaben. Laboratoriumsmibig 1st 
es kaum méglich, fiir unsere Zwecke geniigend Material he- 
zustellen; wir nahmen deshalb spiiter die Hilfe einer Fabrik 
in Anspruch. Da die Herstellung der Polyamylosen in groéfereil 
MaBstabe mit unseren damaligen Kenntnissen ohne ausreichente 
Riicksicht auf die schwere Sterilisierbarkeit der Starke und 
die Empfindlichkeit des Bacillus macerans keine leichte Au- 
gabe war, hat die so hergestellte Tetraamylose bisweilen 2 





') Aufgearbeitet von Herrn J. Leibowitz. 
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'Tbelkeiten Veranlassung gegeben, die sich erst 10—12 Minuten 


nach der EKingabe einstellten. Doch sind das Schwierigkeiten, 
die sich in besseren Zeiten tiberwinden lassen wiirden; dann 


konnten wir unsere Versuche auch durch die wiinschenswerte 
 Verabreichung gréBerer Mengen von allen Zufalligkeiten be- 
'4yeien und die Blutzuckerbestimmungen wie die Respirations- 
‘ versuche nachliefern. 





Tri os S Ze Z 4 su” y ~ 
Datum en em | Seen Aceton Acct Nahrungszufuhr 
menge | Gew. o essigs. 
Versuch I. Patient F. 
? 113 E, 134 F 
14) 7 7 ) ¢ 2 x. ws. { ab ? ’ 
Lf ae 2 ee ci Mii | 55 CH= 2010 Kal. 
11.7. | 3060 1023 58,4 + = 
2.7. | 2500 1020 39,0 + - + 10g Amylose 
; ; 50 g Amylose 
950 { 3,0 - [ + 4 See. 
4 195 1019 13.6 ote (Obelsein) 
14.7. | 2250 1016 27,0 + = 




















Versuch II. Gleicher Patient. 


1.7. % 2456 1022 36,7 oo - wie frither 

22.7. | 2350 1024 39,9 + — 

23. 7. 1700 1025 15,3 + - 

25.7. | 1570 1018 1,6 + - + 50g Amylose 
26.7. | 2400 1020 14,4 oo 

at. 4 2350 1020 4,7 + ~~ 

28. 7. 2500 1022 30,0 + _ 

29.7, | 2800 1023 29,9 - ~- + 50g WeiBbrot 
10. 7. 2000 1006 20,0 + _ 

1.7. | 2760 1020 33,1 + “e 




















Versuch III. Patient R. 




















24.7. | 2250 1014 9,0 — = Kost wie oben 
5.7. | 2400 1016 21,2 ~ _ 
26.7. | 2600 1015 20,8 _ -- + 50g Amylose 
27.7. | 1400 1020 11,2 - ~ 

9. 8. 3210 1013 28,9 _ - 

10.8, | 2540 1013 20,3 _ — 

11.8. | 2580 1021 59,3 - _ + 50g Wei8brot') 
12.3. ] 2450 1018 22.0 ~ — 

12.8. | 3170 1014 19,0 — ~ 


‘) Ein andermal erfolgte auf Brot keine Mehrausscheidung. 




















176 H. von Hoesslin und H. Pringsheim, Zur Physiologie usy, 


Aus den 3 Tabellen ist zu ersehen, daB mindestens keine 
Mehrausscheidung von Zucker nach EKinnahme von 50 ¢ erfole; 
ist; im Gegenteil nahm der Zuckergehalt des Urins im Vey. 
such I und II erheblich ab. Das Dextrin ist auch sicher 
resorbiert worden, mehrfache Stuhluntersuchungen auf dasselbe, 
wie auf Dextrose, verliefen negativ. 

Auch bei vorsichtiger Beurteilung ergeben die Versuche 
zum mindesten kein ungiinstiges Resultat, wenn sie auch nicht 
allen Anforderungen entsprechen, die wir fiir eine absolut 
einwandfreie Priifung fiir notwendig erachten. Da es uns abe 
in der nichsten Zeit voraussichtlich unméglich ist, sie in der 
gewiinschten Weise durchzufiihren, so seien die Ergebnisse an 
dieser Stelle mitgeteilt. Einige andere Versuche hatten ein 
iihnliches Resultat. 
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Uber die Proteinsiuren des Harns. 
Il. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Oxyproteinsaure. 


Von 


S. Edlbacher. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1923 ) 


In meinen beiden friitheren Mitteilungen iiber dieses 
Thema?) habe ich auf Grund meiner Untersuchungen fest- 
stellen kénnen, daB& das, was gewohnlich als ,,Oxyproteinsiure“ 
bezeichnet wird, nichts weiter ist, als ein Produkt (méglicher- 
weise ein Kunstprodukt!), das bei der weiteren Behandlung 
fast quantitativ in Harnstoff zerfillt und das grofe Ahnlich- 
keit mit dem von O. Moor beschriebenen ,,Urein“ besitzt und 
eventuell damit identisch ist. 

Ich habe nun einige weitere Versuche mit diesem ,,Urein“ 
angestellt und kann die Resultate meiner friiheren Mitteilung 
nochmals bestitigen. 

Laigt man auf eine Lésung von Urein Soja-urease ein- 
wirken, so kann man fast quantitativ (95,5°/,) den ganzen 
darin enthaltenen Stickstoff als Harnstoff-N nachweisen. 

Ks wurde nach der bekannten Methode gearbeitet und 
das gebildete Ammoniak durch Titration bestimmt. 

Gef. N = 95,48, 95,21°/, des Gesamt-N. 

Andererseits wurde der Prozentsatz des Priparates an 
Stickstoff bestimmt. Er betrug 41,23°/, N. Fiir Harnstoff selbst 
berechnet sich 46,67°/, N. 

Aus dieser Zahl ist ebenfalls zu schlieBen, da’ es sich 
um eine Substanz handelt, die dem Harnstoff sehr nahe steht. 
Nun scheinen aber noch gewisse unbekannte Kohlenhydrate 


') Diese Zs. Bd. 120, S. 71 (1922); Bd. 127, S. 186 (1923). 
lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. 12 








